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La Divina Commedia, Inferno; Canto XXVI, Dante Alighieri 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dedicato a tutti coloro  
Che non negherebbero mai 
La scienza a nessuno
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RIASSUNTO 
 
Il carcinoma polmonare rappresenta un problema socio-sanitario di grande rilievo, essendo la 
prima causa di morte per neoplasia. Ancor oggi la diagnosi di tale tumore è sfortunatamente 
tardiva con il 75% dei pazienti che si presenta in stadio localmente avanzato o metastatico.  
Il carcinoma polmonare non a piccole cellule (non small cell lung cancer, NSCLC) 
rappresenta la variante istologica più frequente (80% dei casi di tumore polmonare). Per 
questi pazienti il trattamento chemioterapico determina un prolungamento della 
sopravvivenza e un miglioramento della qualità della vita rispetto alla sola terapia di supporto, 
identificandosi come standard terapeutico. 
L’ individuazione del migliore trattamento chemioterapico per questo subset di pazienti 
rappresenta pertanto una delle principali sfide della ricerca oncologica. I regimi 
polichemioterapici si possono dividere schematicamente in tre generazioni in relazione all’ 
introduzione nel corso degli anni di nuovi agenti chemioterapici. Con l’avvento dei regimi di 
terza generazione, il trattamento del NSCLC avanzato sembra aver raggiunto un plateau, 
mancando infatti chiare dimostrazioni di superiorità di un regime di ultima generazione 
rispetto ad un altro. Tra questi l’associazione cisplatino e gemcitabina rappresenta uno dei 
regimi standard più utilizzati in considerazione del suo favorevole rapporto costo-beneficio.  
Al fine di migliorare i risultati del trattamento chemioterapico in termini di attività ed 
efficacia, una possibilità consiste nell’individuazione di parametri predittivi che ci consentano 
di identificare il miglior trattamento per il singolo paziente. Tra i vari parametri predittivi 
valutabili, un crescente interesse è stato rivolto a quelli di carattere genetico, anche grazie 
all’avvento di nuove tecniche di biologia molecolare e al sequenziamento del genoma umano 
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che ha dato nuovo impulso a studi di farmacogenetica e farmacogenomica. Nell’ambito di tali 
studi, si collocano sia le analisi dei polimorfismi del singolo nucleotide (SNPs) a livello di 
regioni codificanti del genoma, che possono influenzare l’espressione e la funzione delle 
proteine fondamentali per l’attività dei chemioterapici, sia le analisi di espressione genica di 
tali proteine nei tessuti tumorali.  
Sulla base di queste considerazioni, in questa tesi sono stati effettuati 2 studi: 1) un’analisi di 
SNPs nei geni codificanti per la subunità 1 della ribonucleotide reduttasi (RRM1) e la citidina 
deaminasi CDA, che sono rispettivamente il principale enzima del catabolismo e il target 
della gemcitabina; e 2) uno studio per valutare l’espressione di determinanti molecolari 
coinvolti nel meccanismo di azione di gemcitabina e cisplatino in pazienti affetti dai due tipi 
istologici principali di NSCLC, adenocarcinomi e carcinomi squamocellulari. 
In particolare, pazienti affetti da NSCLC trattati con regime chemioterapici con gemcitabina e 
cisplatino o gemcitabina e carboplatino sono stati genotipizzati per gli alleli degli SNPs CDA 
A79C e RRM1 G2464A mediante Real Time PCR con sonde Taqman. Lo scopo di questo 
studio è stato quello di correlare il genotipo con la risposta clinica alla chemioterapia. 
La valutazione degli SNPs in una iniziale casistica di 65 pazienti ha evidenziato una 
percentuale di risposte cliniche e una sopravvivenza significativamente superiore nei pazienti 
con genotipo CDA A79A. Tali risultati potranno essere confermati dalle analisi effettuate in 
una più ampia casistica di 226 pazienti in trattamento presso l’Ospedale di Torino.  
Lo studio dei livelli di espressione genica è stata invece effettuata in tessuti di 70 pazienti 
affetti da NSCLC arruolati presso l’Istituto Europeo di Oncologia di Milano. In particolare, 
mediante Real Time PCR è stata valutata l’espressione genica di ERCC1, hENT1, dCK, 5’-
NT, CDA, RRM1 e RRM2 in 85 campioni isolati con microdissezione da biopsie provenienti 
dai tessuti polmonari normali o tumorali o dalle metastasi linfonodali.  
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Le analisi di questi tessuti  hanno mostrato differenze significative per i  pattern di espressione 
genica di diversi determinanti molecolari potenzialmente utile nel predire l’efficacia di 
gemcitabina/cisplatino e per personalizzare i trattamenti in pazienti affetti da cancro. 
In conclusione, l’evoluzione delle tecniche di biologia molecolare promossa dagli studi di 
farmacogenetica racchiude in sè notevoli potenzialità per quanto concerne l’ideazione di 
nuovi protocolli terapeutici. Identificando le caratteristiche genotipiche e i livelli di 
espressione geniche di determinanti molecolari implicati nella risposta ai farmaci potremmo 
infatti predisporre delle mappe di chemiosensibilità-chemioresistenza per ciascun paziente, 
nell’ottica di approntare di volta in volta le più appropriate terapie antitumorali in base alle 
caratteristiche genetiche del paziente e della sua patologia neoplastica. 
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INTRODUZIONE 
1. Farmacogenomica dei tumori polmonari 
1.1 Classificazione e terapia dei tumori polmonari 
 
Il cancro del polmone è una delle malattie neoplastiche a maggior incidenza sia per quanto 
riguarda la morbilità che la mortalità. Negli Stati Uniti sono previsti un totale di 215.000 
nuovi casi di cancro al polmone e 161.840 morti nel 2008 (CA Cancer J Clin. 2008). 
Il carcinoma polmonare comprende infatti circa il 13% di tutte le neoplasie ed è responsabile 
del 28% dei decessi causati dalle patologie oncologiche. In particolare, questo tumore, che già 
rappresenta la prima causa di morte per neoplasia nel sesso maschile, sta per raggiungere 
valori analoghi anche nel sesso femminile, e, a partire dal 1987, ha superato il carcinoma della 
mammella come prima causa di morte per patologia neoplastica nelle donne (American 
Cancer Society, 2004). La classificazione anatomo-patologica più utilizzata nella pratica 
clinica distingue due tipi principali di cancro del polmone: quello a piccole cellule (Small Cell 
Lung Cancer, SCLC), che interessa il 20% dei casi totali, e quello non a piccole cellule (Non 
Small Cell Lung Cancer, NSCLC), maggiormente diffuso, che ne riguarda l’80% e che 
comprende varie sottoclassi istologiche: carcinoma a cellule squamose (35-40% dei casi 
totali), adenocarcinoma (25-30%), anaplastico a grandi cellule (10-15%) e adenosquamoso 
(0,6-2.5%). Il carcinoma a piccole cellule mostra una velocità di crescita elevata rispetto alle 
altre forme di neoplasia polmonare. Nella maggior parte dei casi al momento della diagnosi 
sono già presenti delle metastasi; tale neoplasia rappresenta per tanto una condizione 
estremamente maligna. Il trattamento di prima scelta è la chemioterapia, da sola o unita a 
radioterapia; esistono numerosi farmaci che si sono rivelati attivi contro questa patologia, 
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come ad esempio adriamicina, ciclofosfamide, carmustina, metotressato, vincristina, 
cisplatino ed etoposide. Negli anni ’70 sono stati introdotti schemi polichemioterapici 
aggressivi come lo schema VAC (vincristina, adriamicina e ciclofosfamide), che si sono 
dimostrati efficaci nell’ottenere elevate percentuali di remissione (Ginsberg et al., 1997). Gli 
schemi polichemioterapici attualmente disponibili, come ad esempio quelli con il cisplatino, 
producono percentuali di remissione ancor più elevate (80-90%), ma la durata media di tale 
remissione non è quasi mai superiore a 12 mesi e solo il 5-10% dei pazienti sopravvive per 5 
anni dopo l’intervento terapeutico (Clark et al, 1998). Anche per il carcinoma del polmone 
non a piccole cellule esistono diverse opzioni terapeutiche. Il trattamento di prima scelta 
contro questa neoplasia, nel caso in cui si presenti come malattia limitata (stadi I e II), è la 
resezione chirurgica, ma la diagnosi è frequentemente effettuata quando la malattia è in stadio 
localmente avanzato non resecabile (IIIB), o con metastasi a distanza (IV) (tabella I): nella 
pratica clinica solo il 25-30% dei pazienti con NSCLC è operabile al momento del 
riconoscimento della patologia (Ihde, 1994). Il tasso di sopravvivenza dopo cinque anni in 
questi pazienti si avvicina al 40%. I pazienti con malattia allo stadio IIIA possono essere 
trattati sia con la radioterapia, che, quando possibile, con l’intervento chirurgico. La 
sopravvivenza media dei pazienti trattati con la sola radioterapia è di 9-13 mesi e il tasso di 
sopravvivenza a cinque anni è del 5-10% (Strauss et al, 1992). I pazienti con NSCLC negli 
stadi più avanzati in passato erano sottoposti esclusivamente a terapie palliative tuttavia 
recenti studi hanno permesso di rivalutare il ruolo della chemioterapia per questi tumori 
(Johnson et al, 2000; Manegold et al, 2001). La metanalisi del NSCLC Collaborative Group 
(NSCLC Collaborative Group, 1995) ha rivelato una riduzione del 13% del rischio di morte 
nei 5 anni successivi e, in particolare, il trattamento di patologie al IV stadio mediante una 
chemioterapia con cisplatino ha permesso una riduzione del 27% del rischio di morte ad un 
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anno. Tale riduzione corrisponde a un incremento della sopravvivenza media di circa sei 
settimane. Anche Grilli et al. (1993) hanno osservato un aumento della sopravvivenza media 
di circa sei settimane, mentre Marino et al., (1994) hanno riscontrato un incremento della 
sopravvivenza media da 3,9 mesi con la sola terapia palliativa a 6,7 mesi con la chemioterapia 
e un miglioramento della qualità di vita del paziente. Il NSCLC può pertanto oggi essere 
considerato un tumore moderatamente sensibile al trattamento con antiblastici, e le linee guida 
dell’American Society of Clinical Oncology dal 1997 raccomandano l’uso della 
chemioterapia in pazienti in stadio IIIB o IV (Gandara et al., 1999). Inoltre esistono diversi 
nuovi agenti antitumorali, in grado di garantire una risposta del 20% in monoterapia e 
approssimativamente del 30-40% in terapie di associazione, fra cui la gemcitabina e il 
pemetrexed che sono attualmente oggetto di numerosi studi in quanto farmaci maggiormente 
attivi nel trattamento del NSCLC (Rajkumar et al, 1998; Sandler et al, 1999), anche in 
pazienti resistenti alle terapie convenzionali (Worden et al., 2000). Le combinazioni di questi 
nuovi farmaci tra loro o con il cisplatino hanno dimostrato di essere equivalenti o superiori 
rispetto ai regimi precedenti in termini di efficacia, tossicità, sopravvivenza e qualità della 
vita. Sulla base di questi dati e delle altre evidenze disponibili in letteratura, un comitato di 
esperti n seno alla American Society of Clinical Oncology (ASCO) ha formalizzato le 
seguenti indicazioni, peraltro già accennate sopra, nelle Linee Guida aggiornate al 2003, per il 
trattamento del carcinoma del polmone non a piccole cellule non resecabile: in particolare le 
terapie di combinazione a base di platino (esempio: carboplatino + gemcitabina; cisplatino + 
vinorelbina) sono raccomandate per i pazienti in buone condizioni cliniche; le combinazioni 
non contenenti platino possono essere considerate alternative alle prime nei trattamenti di 
prima linea; per i pazienti anziani o in condizioni cliniche scadenti, si considera l’utilizzo di 
un agente di ultima generazione in monoterapia. 
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Tabella I. Stadiazione TNM e chirurgica del NSCLC 
Definizioni TNM  
Tumore  
Tx 
T0 
Tis 
T1 
T2 
 
T3 
 
 
T4 
 
Presenza di cellule maligne in assenza di lesioni evidenti 
Tumore primitivo non evidenziabile.  
Carcinoma in situ. 
Lesione tumorale di diametro < 3 cm circondato da parenchima o da 
pleura e alla broncoscopia assenza di segni di invasione più 
prossimale. 
Lesione tumorale di diametro > 3 cm, atelectasia distale, 
interessamento del bronco principale, 2 cm o più distalmente alla 
carena, invasione della pleura viscerale, polmonite ostruttiva. 
Estensione alla pleura, alla parete toracica (inclusi i tumori del sulcus 
superiore), al diaframma o al pericardio, a meno di 2 cm dalla carena 
senza interessamento della carena stessa, al pericardio parietale, 
pleura mediastinica, o con atelectasia globale.  
Invasione dei seguenti  strutture: mediastino, cuore, grossi vasi, 
trachea, esofago, corpi vertebrali, carena. Nodulo o noduli neoplastici 
separati dal tumore nello stesso lobo. Tumore con versamento 
pleurico maligno. 
Linfonodi 
Nx 
N0 
N1 
N2 
N3 
 
Linfonodi non valutabili. 
Nessun coinvolgimento. 
Coinvolgimento ipsilaterale broncopolmonare o ilare. 
Coinvolgimento ipsilaterale mediastinico o noduli ipsilaterali 
subclaveari. 
Coinvolgimento controlaterale mediastinico, ilare o sopraclaveare. 
Metastasi 
Mx 
M0 
M1 
 
Metastasi non accertabili. 
Nessuna metastasi. 
Presenza di metastasi. 
Stadio TNM sopravvivenza a 5 anni 
I T1-2, N0, M0 60-80% 
II T1-2, N1, M0 25-50% 
IIIA T3, N0-1, M0 
T1-3, N2, M0 
25-40% 
10-30% 
IIIB T4, N3 , M0 <5% 
IV M1 <5% 
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1.2 Farmacogenetica e farmacogenomica 
 
La farmacogenetica è una disciplina nata con la finalità di identificare le differenze genetiche 
interindividuali responsabili dell'ampia variabilità esistente nella risposta ai farmaci (Vessel et 
al, 2000). Tale variabilità è in gran parte determinata da fattori ereditari che causano 
alterazioni nel meccanismo d’azione dei farmaci o nell'espressione dei loro recettori, 
influenzando la farmacocinetica e la farmacodinamica (Boddy et al, 1993). 
Il termine farmacogenetica risale al 1959, anno in cui Vogel per primo conferì a questo genere 
di indagine la dignità di branca autonoma della farmacologia. In realtà, alcuni anni prima, 
Motulsky (1957), era già riuscito ad individuare svariate condizioni genetiche associate a 
reazioni tossiche nei confronti di specifici farmaci o sostanze ambientali. Una conferma 
all'ipotesi che le differenti risposte ai farmaci fossero dovute all'eterogeneità genotipica 
caratteristica della specie umana, fu data dagli studi condotti alla fine degli anni '70 da Vessel 
e Page (1968) sui gemelli omozigoti. In questi individui con identico patrimonio genetico non 
c'erano differenze nel meccanismo d’azione dei farmaci, mentre nei gemelli eterozigoti, la 
variabilità era simile a quella presente nella popolazione generale.  
La variabilità genetica ha dunque un'importanza fondamentale nella pratica clinica, poiché 
sembra essere alla base di due principali problemi della terapia farmacologica: il mancato 
verificarsi dell'effetto farmacologico in alcuni pazienti e la comparsa di gravi e inattesi 
fenomeni di tossicità in altri (Barale, 2001). Nel primo caso, quando si assiste all’inefficacia 
di un trattamento, si può ipotizzare un’alterazione funzionale dell’enzima deputato 
all’attivazione del farmaco; nel caso di reazioni avverse imprevedibili potrebbe invece 
trattarsi di polimorfismo a carico del gene che dovrebbe inattivare il farmaco, con gravi 
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conseguenze soprattutto se il farmaco ha un basso indice terapeutico, come avviene per 
diversi chemioterapici antitumorali (Desmeules et al., 1991).  
Grazie alla farmacogenetica è quindi possibile effettuare un percorso a ritroso per risalire dal 
fenotipo clinico al genotipo alterato. Queste conoscenze sono state ulteriormente sviluppate 
con l'avvento della farmacogenomica, reso possibile dalla realizzazione del progetto Genoma 
Umano (The Genome International Sequencing Consortium, 2001; Venter et al., 2001). La 
disponibilità di informazioni complete sull'assetto genetico della nostra specie ha dato 
impulso a questa nuova disciplina, che si prefigge di indagare non tanto le relazioni tra il 
polimorfismo di un singolo gene e la comparsa di variazioni fenotipiche, quanto tra la 
variabilità di famiglie complesse di geni che nel loro insieme influenzano la risposta 
farmacologica. Inoltre, mentre le ricerche di farmacogenetica avevano come punto di partenza 
tipicamente le differenze fenotipiche nella popolazione, la farmacogenomica potrebbe 
identificare le potenziali differenze fenotipiche nella risposta ai farmaci sulla base di 
un’analisi del DNA del paziente (Evans et al, 1999).  
Uno dei principali campi di applicazione della farmacogenetica e della farmacogenomica è 
quello della terapia delle patologie oncologiche. I chemioterapici antitumorali sono stati 
infatti tradizionalmente oggetto di studi di farmacogenetica per molteplici ragioni: in primo 
luogo, tali farmaci hanno un basso indice terapeutico; inoltre molti sono profarmaci, attivati 
da sistemi enzimatici polimorfi; infine, anche gli enzimi coinvolti nella detossificazione di 
queste sostanze sono contraddistinti da un grado, talvolta spiccato, di variabilità funzionale 
(Iyer et al, 1998). E' noto da tempo come il medesimo protocollo chemioterapico per la cura 
di uno stesso istotipo di neoplasia giunta ad uno stesso grado di differenziazione possa 
determinare un ampio spettro di risposte cliniche, dalla remissione completa alla comparsa di 
gravi fenomeni tossici (Chabot et al, 1994; Calabrese et al,1996). Attualmente, la dose di 
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farmaco da somministrare viene definita in base a parametri come l'altezza e la superficie 
corporea del paziente, benché ci siano stati tentativi di stabilire dei dosaggi più specifici con il 
monitoraggio terapeutico delle concentrazioni plasmatiche del farmaco nel paziente e la 
successiva individualizzazione dello schema terapeutico (Gourney et al, 1996). Viceversa, 
effettuando un’iniziale genotipizzazione degli enzimi implicati nel catabolismo dei farmaci 
potrebbe essere possibile un adattamento della terapia alle specifiche caratteristiche 
metaboliche del paziente. Contemporaneamente, la disponibilità dell'intera sequenza del 
genoma umano potrebbe costituire il presupposto per identificare nuovi marcatori di malattia, 
ma anche per individuare tutte quelle combinazioni di alterazioni molecolari che 
caratterizzano in modo specifico ciascun tumore. Il corrispettivo clinico di queste acquisizioni 
sarebbe lo sviluppo di una chemioterapia ideata non solo in base alle caratteristiche 
genomiche del paziente, ma anche in base a quelle della neoplasia da aggredire.  
 
1.2.1 Determinanti genetici della chemiosensibilità nelle neoplasie 
 
La descrizione del primo polimorfismo riguardante la risposta a uno xenobiotico si può far 
risalire addirittura al 510 AC, quando Pitagora notò che alcuni individui sviluppavano 
reazioni emolitiche dopo l’ingestione di fave (Nebert DW et al,1999).  
Tale sindrome è dovuta alla deficienza dell’enzima glucosio 6-fosfato deidrogenasi, che rende 
i portatori di tale anomalia estremamente vulnerabili nei confronti dello stress ossidativo 
generato dalla divicina contenuta nelle fave, nonché dai metaboliti intermedi prodotti 
dall’elaborazione di vari farmaci. 
L'influenza delle caratteristiche genetiche sulla risposta ai farmaci antineoplastici è un 
argomento di ricerca di grande interesse, in considerazione del fatto che non è ancora 
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possibile spiegare in termini scientifici le ragioni del successo della chemioterapia in alcune 
forme tumorali e gli scoraggianti risultati in altre.  
In questo contesto, la farmacogenetica potrebbe essere in grado di identificare i fattori 
genetici che contribuiscono alla variabiltà tra i pazienti nei confronti della risposta ai farmaci 
impiegati nella chemioterapia antineoplastica. Con il completamento del Progetto Genoma 
Umano, i prossimi obiettivi saranno la comprensione dell’influenza degli oncogeni dominanti 
e dei geni oncosoppressori recessivi sulla suscettibilità agli agenti terapeutici e l’applicazione 
del profilo genetico alla scelta del trattamento farmacologico.  
I prodotti genici possono essere direttamente o indirettamente coinvolti nell’attività dei 
farmaci antineoplastici. Esempi della correlazione diretta tra prodotto genico, che costituisce 
il bersaglio farmacologico, e l’agente chemioterapico, comprendono:  (a) topoisomerasi, 
camptotecine e antracicline (Holden et al, 1997); (b) ribonucleotide reduttasi e gemcitabina 
(Goan et al., 1999); (c) timidilato sintetasi e 5-fluorouracile. Poiché le modificazioni delle 
normali attività di tali enzimi possono influenzare la chemiosensibilità e la resistenza ai 
farmaci, l’espressione dell’enzima bersaglio nel tumore deve essere considerata nella 
pianificazione di un trattamento farmacologico al fine di ottenere la maggiore efficacia 
possibile. Oltre a ciò, esempi di fattori indirettamente coinvolti nell'azione dei farmaci 
antineoplastici sono costituiti dalle delezioni di geni oncosoppressori. In particolare le 
anormalità della proteina p53, che regola negativamente la crescita e la proliferazione 
cellulare, sembrano rivestire un ruolo primario nel determinare la suscettibilità ai farmaci 
chemioterapici, in quanto è un elemento cardine nel processo di morte cellulare programmata. 
E' stato infatti dimostrato che cellule di tumori del colon-retto con p53 inattiva sono resistenti 
al 5-fluorouracile (Bunz et al., 1999), mentre le cellule di carcinomi ovarici con delezione dei 
geni TP53 e anomalie del sistema MLH1 di riparazione del danno al DNA, sono altamente 
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resistenti al cisplatino (Branch et al., 2000). E’ in virtù di questi fenomeni che l’uso dei 
derivati del platino potrebbe essere maggiormente indicato per alcuni tumori piuttosto che 
altri, dal momento che l’apoptosi indotta da questi farmaci è incrementata dalla presenza di 
una proteina p53 normale. In alternativa a tale terapia può essere indicata la somministrazione 
di  tassani poichè questi farmaci inducono l’apoptosi indipendentemente dalla funzione della 
proteina p53, tramite la fosforilazione delle proteine antiapoptotiche bcl-2/bcl-xL (Haldar et 
al., 1997; Poruchynsky et al., 1998). Anche la delezione del gene oncosoppressore che 
codifica per la proteina p14ARF rende le cellule tumorali resistenti ai farmaci citotossici, 
mentre la normale espressione del gene CDKN2A aumenta la sensibilità agli inibitori delle 
topoisomerasi I (Fukuoka et al.,1997). Infine il prodotto del gene MDR1 è responsabile dei 
fenomeni di resistenza pleiotropica nei confronti di antracicline, tassani ed alcaloidi della 
vinca attraverso la glicoproteina P (P-gp), e inibitori di P-gp possono ristabilire la 
chemiosensibiltà a tali farmaci (van der Kolk et al., 2000). Bcl-2 appartiene ad una famiglia di 
geni coinvolti nella regolazione dell’apoptosi, ed è noto che le cellule epiteliali esprimono 
diverse proteine correlate a Bcl-2, tra cui Bax, Bad e Bcl-1. L’espressione dei geni correlati 
all’apoptosi ha un valore prognostico specifico in alcune patologie neoplastiche; i tumori 
umani con alti livelli di Bax possono essere sensibili ai tassani a causa dell’aumento della 
captazione cellulare del farmaco (Strobel et al.,1998), mentre l’esposizione di cellule di 
tumore mammarico umano MCF-7 all’estradiolo aumenta il rapporto intracellulare tra Bcl-2 e 
Bax e riduce l’apoptosi indotta da paclitaxel (Huang et al., 1997). I dati riportati dalla 
letteratura scientifica offrono un quadro semplificato, ma largamente incompleto, delle 
numerose interazioni tra geni che regolano lo sviluppo della neoplasia e l’effetto dei farmaci 
antineoplastici, sottolineando l’importanza di indagini genetiche integrate per la selezione dei 
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pazienti oncologici per i quali è indicata la somministrazione di un trattamento 
chemioterapico. 
L’importanza della farmacogenetica nella terapia antitumorale si estende al meccanismo 
d’azione dei farmaci e alle variabilità individuali che sono alla base delle gravi tossicità 
secondarie alla somministrazione di 5-fluorouracile, 6-mercaptopurina, metotressato, 
irinotecano, cisplatino ed etoposide. Le risposte tossiche possono essere associate a 
polimorfismi genetici di diidropirimidina deidrogenasi (DPD), tiopurina S-metiltranferasi 
(TPMT), 5,10-metilenetetraidrofolato reduttasi (MTHFR), UDP-glucuronosiltranferasi 
(UGT), glutatation S-tranferasi (GST), e enzimi del citocromo P 450 (CYT), rispettivamente. 
La DPD degrada la maggior parte di 5-fluorouracile somministrato ai pazienti; tuttavia, 
l’attività enzimatica è estremamente variabile, a causa di numerose mutazioni genetiche, tanto 
che il conseguente deficit di DPD può predisporre a gravi tossicità neurologiche e 
gastrointestinali (van Kuilemburg et al., 2000). La TPMT inattiva la 6-mercaptopurina e la 6-
tioguanina mediante un processo di  S-metilazione dell’anello purinico; l’attività enzimatica è 
generalmente polimorfa ed un paziente su 300  è portatore di deficit di TPMT come carattere 
autosomico recessivo. Pazienti con un genotipo mutato possono incorrere in una neutropenia 
grave o addirittura mortale se vengono loro somministrate 6-mercaptopurina o 6-tioguania per 
una leucemia acuta o azatioprina per una terapia immunosoppressiva. Inoltre, il genotipo 
TPMT può influenzare il rischio di neoplasie secondarie, tra cui i tumori cerebrali e le 
leucemie acute. Il gene MTHFR è caratterizzato da due alleli comuni, C677T e A1298C e il 
polimorfismo di MTHFR predispone a gravi tossicità ematologiche durante il trattamento con 
inibitori della sintesi dei folati, quale il metotressato (Toffoli et al., 2000). Gli enzimi UGT 
sono divisi in due famiglie, UGT1 e UGT2. Gli studi sull’importanza dei polimorfismi della 
regione promoter e delle regioni codificanti per questi enzimi nei confronti della tossicità dei 
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farmaci antineoplastici hanno dimostrato una significativa associazione tra le varianti 
genotipiche UGT1 e le tossicità gravi da irinotecano (Ando et al., 2000). Gli enzimi della 
famiglia GST svolgono un ruolo importante nei fenomeni di detossificazione dei farmaci e 
sono associati alla resistenza delle cellule tumorali agli agenti antineoplastici. Il polimorfismo 
di GST può modificare il rischio di tossicità indotta da cisplatino, poiché pazienti portatori 
dell’allele GSTP3*B sono meno suscettibili di altri al danno iatrogeno (Peters et al., 2000).  
Infine, gli isoenzimi CYP possono influenzare l’effetto della chemioterapia antitumorale 
attivando i profarmaci (ad esempio, ifosfamide) e modulando la suscettibilità all’effetto 
leucemogeno delle epipodofillotossine (Nan Song et al, 2001).  
Il gene CYP1A1 , ad esempio, codifica per la aril-idrocarburo idrossilasi (AHH), che partecipa 
al metabolismo di idrocarburi aromatici policiclici, presenti anche nel fumo di sigaretta; esso 
mappa in 15q22-24 e presenta vari polimorfismi per siti di restrizione (RFLP) (Wenzlaff et al, 
2005). 
Individui omozigoti per la presenza del sito MspI presentano un’elevata attività dell’AHH, per 
la quale è stata osservata una correlazione positiva con lo sviluppo del cancro al polmone, 
giustificabile con un aumento del rate di produzione di sostanze dannose come il già citato 
7,8epossi-9,10diol-benzo[a]pirene (Noda et al, 2004). Tale relazione si è manifestata però 
solo a livello di Giapponesi e abitanti delle Hawaii, ma non nei Caucasici o negli Afro-
americani, il che è spiegabile sulla base della differente frequenza dell’allele mutante nelle 
diverse popolazioni. 
Uno studio è stato inoltre condotto sul rapporto di enzimi come CYP1A1, CYP2D6, varie 
isoforme della GST e l’N-acetil trasferasi 2 (abbr. NAT2), con lo sviluppo del carcinoma 
renale sporadico (Alexandrie et al, 1994). Sulla base della classificazione degli alleli presente 
in letteratura, è stato possibile individuare quelle situazioni di associazione con la malattia che 
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presentano significatività statistica. In generale, la presenza a ognuno dei loci esaminati di 
alleli poco attivi correla con lo sviluppo della patologia, tuttavia sono possibili combinazioni 
protettive, scarsamente presenti negli affetti, caratterizzate dalla ipofunzionalità del gene 
GSTT1 e dalla presenza dell’allele wild-type di NAT2. Una possibile spiegazione è 
rappresentata dal ruolo di attivatore di carcinogeni industriali, quali il diclorometano, della 
GSTT1, mentre le stesse sostanze sono detossificate per acetilazione dalla NAT2.  
 Il CYP2D6, mappante in 22q13.1, codifica per la debrisoquina-4-idrossilasi e si occupa 
dell’elaborazione di almeno 80 principi attivi farmaceutici (Schneider et al, 2004). In 
particolare la debrisoquina è usata nel trattamento dell’ipertensione e la presenza di due degli 
alleli a bassa attività rende il portatore poor metabolizer (rispetto alla media della 
popolazione, sulla quale sono stati calcolati dosaggio e posologia, abbreviazione PM) della 
sostanza: il rallentamento della sua rimozione dall’organismo rende la terapia più efficace, ma 
ne facilita anche l’accumulo plasmatico, con il possibile sviluppo di effetti collaterali anche 
mortali.  
Gli analoghi di base 6-mercaptopurina, azatioprina e tioguanina sono invece usati nel 
trattamento della leucemia linfoblastica acuta. Tali farmaci sono elaborati dalla tiopurina S-
metiltrasferasi (TPMT), l’enzima principale della via di inattivazione di tali xenobiotici nel 
sistema ematopoietico. Il gene TPMT presenta polimorfismi nei maggiori gruppi etnici 
(Caucasici, Asiatici, Afro-americani, Africani), comprendenti alleli nulli a causa di mutazioni 
puntiformi. Inoltre, un sottoinsieme dei pazienti sottoposti a terapia con tiopurine, presenta 
elevate reazioni di tossicità ematopoietica che costringono alla sospensione della terapia. 
Attraverso la genotipizzazione degli individui affetti da leucemia linfoblastica acuta, è 
divenuta evidente la relazione tra l’accumulo negli eritrociti dei metaboliti tossici delle 
tiopurine e la presenza di alleli mutati di TPMT.   
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In particolare, gli individui dotati di due alleli nulli sono intolleranti alla terapia, a causa di 
un’alta concentrazione degli intermedi tossici nei globuli rossi, inferiore negli eterozigoti  e 
minima negli omozigoti wild-type. Per lo stesso motivo, gli eterozigoti necessitano più spesso 
degli omozigoti wild-type di riduzioni di dose a causa degli effetti collaterali. 
È dunque possibile definire il fattore di rischio genetico nei confronti di una patologia sulla 
base del genotipo. Il quadro ottenuto deve comunque essere completato con le informazioni 
riguardanti l’ambiente frequentato dal soggetto e la sua esposizione agli xenobiotici che, 
attivati dalla via metabolica in questione, potrebbero originare i composti responsabili della 
carcinogenesi. 
Va precisato che un genotipo facilitante lo sviluppo del cancro non implica la certezza dello 
sviluppo della malattia: i tumori sono malattie dall’insorgenza complessa, dovuta 
all’accumulo di una serie di mutazioni coinvolgenti molteplici aspetti del metabolismo e 
all’interazione con l’ambiente. Inoltre, molti dei polimorfismi descritti in letteratura 
presentano una penetranza variabile, di cui andrebbe tenuto conto nell’esame della loro 
correlazione con le patologie. L’ideale sarebbe riuscire nell’integrazione di tutte le 
informazioni, secondo un vero approccio farmacogenomico, in pathway farmacologici nei 
quali siano rappresentati i geni responsabili della suscettibilità a una certa terapia e la maniera 
in cui essi possano alterarne l’esito, ottenendo una rappresentazione completa dei possibili 
genotipi, con cui confrontare quello di ogni paziente. 
 
1.2.2 Caratteristiche genetiche dei tumori polmonari non a piccole cellule  
 
Negli ultimi quindici anni le tecniche di biologia cellulare e molecolare hanno  permesso di 
definire le caratteristiche genetiche di molti tumori, individuando le principali alterazioni a 
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carico di diversi geni, fra cui gli oncogeni (Pillai et al, 1992). Questi geni sono strettamente 
correlati a geni cellulari normali, chiamati proto-oncogeni, che hanno particolari funzioni 
nella crescita o differenziazione cellulare e sono regolati da altri geni che ne promuovono o 
inibiscono la trascrizione. Quando questi controlli vengono meno tali geni diventano oncogeni 
e possono indurre e mantenere la trasformazione neoplastica delle cellule. Questa attivazione 
può conseguire a diverse alterazioni genetiche (Sakorafas et al. 1995). 
In particolare, alcuni proto-oncogeni possono essere trasformati in oncogeni a causa di 
mutazioni puntiformi, in cui si verifica la sostituzione di un singolo aminoacido nelle proteine 
codificate dal gene. In questo modo l’attività cellulare delle proteine mutate si può 
differenziare da quelle delle proteine normali in maniera sufficiente per promuovere la 
progressione neoplastica (Pillai et al, 1992). Un altro meccanismo responsabile delle anomalie 
di diversi proto-oncogeni consiste nell’incremento dei rispettivi prodotti proteici. In una 
cellula cancerosa questo fenomeno può conseguire all’amplificazione della sequenza del 
DNA che codifica per tali geni. Un esempio di questa alterazione riguarda l’oncogene n-MYC, 
la cui amplificazione è associata ad una prognosi infausta in alcuni neuroblastomi (Sakorafas 
et al., 2000). Infine, l’anomala attivazione dei proto-oncogeni può essere determinata anche 
da traslocazioni cromosomiche che si verificano nelle vicinanze di tali sequenze causandone 
un’alterata regolazione, come avviene nel cromosoma Philadelphia, presente nelle leucemie 
mieloidi croniche. 
Tra gli oncogeni che più frequentemente sono implicati nella patogenesi dei tumori polmonari 
vi sono quelli che appartengono alla famiglia RAS, che nei mammiferi  comprende tre geni H-
RAS, K-RAS e N-RAS; ciascuno di essi possiede una forma alterata e, nel loro insieme, gli 
oncogeni RAS sono stati riscontrati in una percentuale compresa tra il 25 e il 48% nei pazienti 
affetti da NSCLC. Il prodotto dei geni RAS è rappresentato dalle proteine p21ras che svolgono 
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un ruolo fondamentale nella trasduzione dei segnali di crescita e proliferazione cellulare dalla 
membrana plasmatica al nucleo. In forma attiva p21ras si trova legata al GTP, questo viene 
successivamente idrolizzato proprio mediante l’azione GTPasica intrinseca della proteina che 
causa l’inibizione della stessa. La presenza di mutazioni puntiformi nella sequenza di p21ras 
può indebolire l’attività enzimatica GTPasica e incrementare di conseguenza la 
concentrazione della specie legata al GTP, portando ad una deregolazione della crescita e 
dalla trasformazione cellulare (MacDonald et al, 1997). Al fine di valutare la relazione tra 
anormalità del gene K-RAS e l’incidenza di NSCLC in un recente studio sono stati analizzati, 
per le mutazioni puntiformi nei codoni 12, 13 e 61, 410 campioni di tessuto tumorale: i 
risultati hanno evidenziato la presenza di tali anomalie genetiche in 33 pazienti (8%) tutti 
fumatori o ex-fumatori, e la mutazione identificata più frequentemente è stata la transversione 
guanina-timina, G>T (75,8%) (Noda et al., 2001). Altri studi si sono proposti di esaminare il 
rapporto tra l’aggressività del tumore e le mutazioni di K-RAS nei codoni 12 e 61, rivelando 
come queste siano associate ad una significativa diminuzione della sopravvivenza media e ad 
un incremento del rischio di ricaduta (Rosell et al., 1996). Infine, nonostante le mutazioni di 
RAS abbiano un modesto effetto sulla risposta al trattamento nel NSCLC, la funzione di 
p21ras potrebbe comunque costituire un nuovo bersaglio terapeutico in seguito 
all’introduzione di inibitori della farnesil-trasferasi nella terapia del cancro; tali farmaci 
agiscono cancellando l’attività promotrice della proteina attivata sulla crescita cellulare 
favorendo l’effetto citotossico degli agenti chemioterapici somministrati in combinazione 
(Adjei et al., 2001). 
Un altro oncogene presente in elevata percentuale nelle neoplasie polmonari è Bcl-2: l’analisi 
di 116 campioni di tessuto tumorale ottenuti da pazienti sottoposti a  resezione chirurgica ha 
rilevato che il 34% mostrava un’espressione anormale del prodotto di tale gene; questo 
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fenomeno si verificava più frequentemente nei soggetti maschi e nei fumatori e rappresentava 
una modificazione più comune nello stadio I   di carcinoma a cellule squamose (Dosaka-Akita 
et al., 1999). La proteina Bcl-2 è associata con le membrane mitocondriali interna ed esterna, 
con la membrana nucleare e con il reticolo endoplasmatico, e la sua funzione è quella di 
promuovere la sopravvivenza cellulare e di inibire l’apoptosi indotta da farmaci. In particolare 
è in grado di interferire con i meccanismi di morte cellulare programmata dipendenti da p53 
(Loni et al., 2001), e la sua overespressione favorisce lo sviluppo della lesione neoplastica 
conferendo alle cellule un certo grado di chemioresistenza. In virtù del fatto che la 
gemcitabina esercita la propria azione citotossica inducendo apoptosi (Huang et al, 1995), il 
contenuto cellulare di Bcl-2 rappresenta un determinante molecolare molto importante nella 
sensibilità dei tumori polmonari alla terapia; è stato infatti dimostrato che la trasfezione della 
linea cellulare polmonare NCI-H460 con i geni anti-apoptotici Bcl-2 o Bcl-xL provoca un 
significativo aumento nella percentuale di sopravvissuti al trattamento con gemcitabina 
(Ferreira et al., 2000). 
Le problematiche molecolari riscontrate nelle neoplasie del polmone comprendono anche 
l’eccessiva attivazione di cascate di segnali mitogeni che spesso è determinata da anormalità 
dei recettori tirosin chinasici per i fattori di crescita. Quelli che rivestono una maggiore 
importanza nella patogenesi del NSCLC sono il recettore per il fattore di crescita epidermico 
(EGFR, chiamato anche ErbB-1) e HER-2/neu (ErbB-2): si tratta di glicoproteine 
transmembranarie che allo stato inattivo si presentano come monomeri, l’interazione con lo 
specifico ligando porta alla omodimerizzazione o anche all’eterodimerizzazione con altri 
membri della famiglia di recettori Erb; in conseguenza del legame viene attivato il dominio 
intracellulare tirosin chinasico della proteina mediante il quale si realizza l’autofosforilazione 
della stessa, e, in questo modo, si dà inizio alla cascata di eventi che risulta nella trasduzione 
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del segnale. L’azione  di questi recettori non è critica solo per la proliferazione cellulare, 
alcuni studi ne hanno infatti dimostrato il ruolo svolto in altri processi cruciali per la 
progressione del cancro come l’inibizione di apoptosi, l’angiogenesi e la formazione di 
metastasi (Heldin et al, 1997; Sherbet et al, 1997; Ciardiello et al, 2001). Le anomalie dei 
proto-oncogeni HER-2/neu e EGFR si presentano frequentemente nelle cellule neoplastiche, 
in particolare il prodotto genico di HER-2/neu può essere attivato da una mutazione 
puntiforme che causa la sostituzione del residuo amminoacidico valinico in posizione 664 con 
acido glutammico, mentre per EGFR si assiste spesso a fenomeni di riarrangiamento e 
amplificazione che producono proteine incapaci di interagire con il ligando ma dotate di un 
dominio tirosin chinasico costitutivamente attivato (Heldin et al, 1997; Sherbet et al, 1997; 
Ciardiello et al, 2001). L’overespressione di EGRF nel NSCLC è generalmente associata con 
uno stadio avanzato della malattia, con una prognosi infausta e con la resistenza verso agenti 
citotossici come il cisplatino e verso le radiazioni ionizzanti (Chen et al., 2000; Contessa et 
al., 2002).  Anche l’elevata espressione di HER-2/neu rappresenta un fattore prognostico 
sfavorevole (Brabender et al., 2001) e sembra svolgere un ruolo ancora più determinante nella 
mancata sensibilità al cisplatino (Tsai et al., 2000). 
Nella biologia molecolare del cancro polmonare è infine coinvolto il gene c-MYC, il quale 
codifica per un fattore di trascizione che eterodimerizza con la proteina Max in modo da 
regolare l’espressione genica legandosi a specifiche sequenze di DNA e favorendo la 
proliferazione cellulare. La più frequente alterazione di c-MYC è l'amplificazione genica, 
presente in una percentuale compresa tra l’8 e il 20% nei casi di NSCLC (Salgia et al, 1998; 
Wistuba et al., 2001). 
Al processo di carcinogenesi polmonare oltre agli oncogeni partecipano però anche i geni 
oncosoppressori, che sono geni coinvolti in diverse funzioni cellulari come la regolazione del 
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ciclo cellulare e la differenziazione. Studi recenti hanno infatti evidenziato più di dieci geni 
oncosoppressori coinvolti nello sviluppo del cancro. Tali geni si trovano nel DNA in duplice 
copia, una materna ed una paterna e quando si verifica una mutazione a carico dell'uno o 
dell'altro, di solito il prodotto genico rimanente riesce a compensare la perdita. Pertanto nei 
tumori le mutazioni coinvolgono entrambi i geni e frequentemente il meccanismo 
responsabile della seconda mutazione inattivante è definito perdita dell'eterozigosi perché 
consiste nella delezione della regione cromosomica contenente tale gene (Knudson et al, 
1985).  Ulteriori determinanti molecolari implicati nel cancro polmonare includono pertanto 
la deregolazione delle proteine p53, pRB e p16INK4a; l’analisi di 103 campioni di tessuto 
provenienti da pazienti affetti da NSCLC sottoposti a resezione chirurgica ha rilevato che i 
tumori possono essere raggruppati in quattro categorie: normali per le tre proteine (21%), 
anormali per pRB o p16INK4a e normali per p53 (30%), normali per pRB e p16INK4a e 
anormali per p53 (20%), anormali per le tre proteine (28%) (Geradts et al., 1999). 
La perdita di funzione del gene oncosoppressore TP53, il cui prodotto è la proteina regolatrice 
del ciclo cellulare p53, si verifica precocemente nella patogenesi del cancro polmonare, in 
circa il 50% dei casi analizzati (Rom et al., 2000) e generalmente tale evento segna il 
passaggio tra displasia severa e tumore invasivo (Shackney et al, 1997). Per questo le 
caratteristiche delle mutazioni di TP53 sono state ampiamente studiate e, nella maggior parte 
dei casi, si tratta di modificazioni di una singola base nei codoni della regione codificante che 
causano l’incorporazione di un amminoacido inappropriato all’interno della sequenza 
proteica. La proteina p53 esercita la sua funzione di fattore di trascrizione legandosi a 
specifiche sequenze di DNA e attivando l’espressione di geni responsabili dell’arresto della 
crescita in fase G1 o dell’avvio dei processi di morte cellulare programmata in risposta a 
stress genotossici; inoltre, p53 è anche in grado di bloccare le cellule in fase G2 impedendo 
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l’ingresso nella fase di mitosi quando sono presenti danni al DNA (Taylor et al, 2001). Quindi 
l’abrogazione dell’attività di questa proteina conferisce alle cellule la capacità di crescere e di 
espandersi clonalmente senza controllo, e causa un’instabilità genetica che facilita 
l’insorgenza di altre mutazioni. Recentemente una delle principali mutazioni puntiformi 
riscontrate nel gene TP53, la transversione guanina-adenina (G>A), è stata collegata 
all’inattivazione del gene che codifica per l’enzima riparatore del DNA  O6-metilguanina-
DNA metiltraferasi (MGMT). Tale inattivazione, che avviene in seguito all’ipermetilazione 
della regione del promotore del gene, è stata individuata nel 29% dei casi di tumori polmonari 
primari non a piccole cellule, e in queste neoplasie il 64% presentava mutazioni del tipo G>A 
(Wolf  et al., 2001). Simili osservazioni possono rivelarsi utili al fine dell’identificazione delle 
prime alterazioni genetiche che compaiono nel corso di una trasformazione maligna e mettono 
in luce l’esistenza di un’eziologia composita, in cui molteplici fattori contribuiscono alla 
carcinogenesi. A conferma di questo vi sono anche altri studi che hanno avuto il merito di 
sottolineare il potenziale oncogenico del gene MDM2 che risulta overespresso in vari tipi di 
tumore; il suo prodotto, infatti, è in grado di interferire con le funzioni fisiologiche della 
proteina p53 invalidando i meccanismi deputati al controllo della normale progressione del 
ciclo cellulare (Daujat et al., 2001).  
Tra gli oncosoppressori riveste particolare importanza anche il gene RB, è stata infatti rilevata 
l’assenza di proteine pRB funzionanti in più del 30% dei casi di NSCLC (Rom et al., 2000).  
La proteina pRB coopera con p53 nella regolazione del ciclo cellulare e controlla, a livello 
trascrizionale, il bilancio tra differenziazione e proliferazione cellulare (Sherbet e Lakshmi, 
1997); i suoi bersagli molecolari principali sono il fattore di trascrizione E2F e gli enzimi 
responsabili della condensazione della cromatina come ad esempio l’istone deacetilasi. E2F 
controlla l’espressione di un gruppo di geni i cui prodotti sono coinvolti  nella transizione 
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dalla fase G1 alla S e nella replicazione del DNA; pRB è in grado di inibire tale fattore sia 
legandosi direttamente ad esso sia interferendo con la sua trascrizione mediante l’attivazione 
degli enzimi sopraindicati (Ferreira et al., 2001; Nevins et al, 2001), L’alterazione del normale 
funzionamento di tale proteina può quindi portare alla perdita di un importante fenomeno di 
controllo della crescita cellulare; questa può essere causata da diverse mutazioni o delezioni 
cromosomiche che coinvolgono il gene codificante RB, ma vi è anche un meccanismo di 
inibizione per  fosforilazione da parte delle chinasi ciclina dipendenti CDK4 e CDK6 (La 
Thangue et al, 1997; Sherbet et al, 1997). 
Tali chinasi regolano il controllo del ciclo cellulare nel passaggio dalla fase G1 alla S in 
concerto con il prodotto del gene CDKN2A; tale gene codifica per due proteine mediante lo 
splicing alternativo dell’mRNA che genera due diversi trascritti: l’α-trascritto è la proteina 
p16INK4a mentre il β-trascritto è p14ARF. Entrambe le proteine svolgono funzioni regolatorie 
importanti: p16INK4a è in grado di inibire la fosforilazione di pRB mediata da CDK4 
prevenendo così la sua inattivazione, mentre p14ARF lega il prodotto del gene MDM2 
impedendo che questo interferisca con la normale attività di p53 (Pines et al, 1997; Sherbet et 
al, 1997). La compromissione del funzionamento del gene CDKN2A contribuisce quindi a 
favorire la crescita incontrollata della cellula e risulta ampiamente coinvolta nella patogenesi  
del NSCLC. Uno studio condotto su 38 campioni di tumore primario ha infatti dimostrato 
come fosse possibile riscontrare un’inattivazione della proteina p16INK4a nel 58% dei casi. 
Questo fenomeno può essere attribuito a tre cause principali: delezione omozigote, 
silenziamento trascrizionale per ipermetilazione della regione del promotore o mutazioni 
puntiformi nell’esone 2; quattordici dei campioni analizzati presentavano anche una 
contemporanea mancanza della proteina p14ARF dovuta ad una delezione omozigote estesa nel 
lucus del gene CDKN2A (Sanchez-Cespedes et al., 1999). 
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Altre ricerche sono state effettuate sul ruolo del gene oncosopressore FHIT, che risulta 
localizzato in una regione cromosomica che subisce frequentemente delezioni in vari tipi 
tumorali; le analisi immunoistochimiche realizzate su campioni di tessuto tumorale 
provenienti da 87 pazienti affetti da NSCLC al primo stadio e su 372 biopsie bronchiali 
ottenute da 86 fumatori cronici hanno rilevato una diminuzione o una totale mancanza di 
espressione di tale gene nel 49% dei campioni tumorali e nel 23% delle biopsie; dove questa 
risultava correlata in modo statisticamente significativo alla presenza di lesioni 
preneoplastiche, suggerendo una partecipazione del gene FHIT alla carcinogenesi polmonare 
associata al fumo (Tseng et al., 1999). 
Lo studio delle anormalità a carico dei geni oncosoppressori chiave risulta essere di primaria 
importanza non solo per la comprensione dei meccanismi che sottendono allo sviluppo della 
malattia e per l’identificazione di neoplasie allo stadio iniziale, ma anche per la realizzazione 
di un programma terapeutico che tenga conto delle caratteristiche genetiche del tumore che 
possono influenzare positivamente o negativamente la risposta clinica. Recentemente è stata 
eseguita una ricerca con lo scopo di valutare la relazione tra lo stato mutazionale dei più 
importanti oncosoppressori e la sensibilità verso agenti chemioterapici comunemente usati 
nella terapia del NSCLC.  Alcuni autori hanno utilizzato tre linee cellulari caratterizzate da un 
diverso genotipo: le cellule A549 ( con delezione di CDKN2A e presenza di TP53 e RB 
normali), le Calu-1 ( con mutazioni di CDKN2A e TP53 e RB normale) e  NCI-H596 
(CDKN2A normale, TP53 mutato, e RB mancante) sulle quali hanno eseguito esperimenti di 
citotossicità con i farmaci gemcitabina, carboplatino e paclitaxel da soli o in combinazione; i 
risultati ottenuti indicano che l’integrità di almeno uno tra i geni codificanti per p16INK4a e per 
p53 rende le cellule più sensibili alla gemcitabina e al paclitaxel, infatti, in entrambi i casi il 
valore di IC50 più elevato veniva registrato nelle Calu-1, mentre nel trattamento con 
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carboplatino sembra  assumere una  maggiore importanza la presenza della proteina p16INK4a 
poiché la linea NCI-H596 risultava essere maggiormente colpita dall’azione citotossica di tale 
farmaco (Edelman et al., 2001). 
Infine, è la presenza dei fenomeni di chemioresistenza uno dei maggiori ostacoli  nella terapia 
del NSCLC, e negli ultimi anni è stato messo in luce il contributo dato dall’espressione di tre 
famiglie di proteine a tale profilo biologico. Queste famiglie proteiche comprendono la 
glicoproteina P (P-gp), la proteina MRP (multidrug resistance-associated protein) e la proteina 
LRP (valut-transporter lung resistance protein): le prime due sono carriers associati alla 
membrana plasmatica appartenenti alla superfamiglia ABC (ATP-binding cassette) (Scheffer 
et al., 2000; Tan et al., 2000) e risultano coinvolte nel trasporto di tassani, antracicline, 
alcaloidi della vinca ed epipodofillotossina dal citoplasma alla matrice extracellulare (Tan et 
al., 2000). LRP invece è localizzata all’interno della cellula e sembra avere un ruolo nei 
meccanismi di resistenza al cisplatino (Berger et al., 2000). L’analisi della frequenza di 
espressione di queste proteine nei tumori polmonari non a piccole cellule ne ha dimostrato la 
presenza rispettivamente nel 37,9%, 80,3% e 74,2% dei casi. Lo stesso studio ha permesso di 
correlare i bassi livelli di espressione di LRP e di MRP con una maggiore chemiosensibilità 
degli adenocarcinomi mentre per i carcinomi a cellule squamose sembra essere determinante 
solo LRP. Viceversa, la coespressione dei geni implicati nella resistenza ai farmaci è stata 
collegata ad una riduzione della sopravvivenza media dei pazienti affetti da NSCLC (Wang et 
al, 2000). 
 
1.3 Applicazione della genomica alla ricerca medica 
 
 30 
L'introduzione di tecniche di biologia molecolare in ambito oncologico ha contribuito 
all'identificazione e alla caratterizzazione di vari elementi genetici, come oncogeni, geni 
oncosoppressori, fattori di crescita e relativi recettori, ai quali è ormai riconosciuto un ruolo 
molto importante nella genesi e nell'evoluzione delle malattie neoplastiche. Inoltre, 
l'individuazione e lo studio dei geni coinvolti in diversi tipi di tumori ha consentito di definire 
nuovi parametri diagnostico-classificativi (Bustin et al 1998), nonché possibili indicatori 
prognostici e di risposta o, viceversa, di resistenza alla chemioterapia, che potrebbero essere 
molto importanti per lo sviluppo di protocolli terapeutici su base genetica (Ramachandran et 
al 1999). 
In particolare, tecnologie emergenti, tra cui la PCR quantitativa (Oldach et al., 1999; Sgroi et 
al., 1999), offrono nuove strade per identificare l’assetto genetico delle neoplasie e 
individuare gli eventi molecolari coinvolti nello sviluppo e nella progressione del cancro 
polmonare e potrebbero essere sfruttate per creare una mappa individuale di 
chemiosensibilità-chemioresistenza essenziale nel processo di ottimizzazione della terapia 
sulla base delle caratteristiche genetiche di tale neoplasia. 
Queste prospettive implicano che l’approccio tradizionale di combinazione dei farmaci per il 
trattamento di uno specifico tumore a prescindere dalle sue caratteristiche molecolari, potrà 
essere abbandonato in futuro a favore di protocolli chemioterapici personalizzati, sulla base 
del profilo genetico della malattia. 
 
1.3.1 Analisi dell'espressione genica con PCR quantitativa 
 
La maggior parte dei processi implicati nella sopravvivenza, crescita e differenziazione 
cellulare costituiscono il risultato di particolari condizioni di espressione genica, e la capacità 
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di quantificare i livelli di trascrizione di specifici geni potrebbe fornire importanti 
informazioni sulle alterazioni responsabili dell'eziologia, della risposta terapeutica e della 
prognosi di molte patologie (Zamorano et al, 1996). A tal proposito, i recenti progressi della 
biologia molecolare hanno portato alla ideazione di quattro principali metodiche per la 
quantificazione dei livelli di RNA messaggero (mRNA): l'analisi Northen blot, che è il 
corrispettivo del Southern blot per il DNA, l'ibridazione in situ, lo studio con microarray o 
chip a DNA e l'amplificazione con DNA-polimerasi del prodotto di trascrizione inversa o 
PCR quantitativa (Bustin et al, 2000). Confrontando queste metodiche la PCR quantitativa è 
l'analisi dotata di maggiore sensibilità e flessibilità. La Reverse Transcriptase (RT) PCR è 
infatti una tecnica che permette un’amplificazione in vitro di determinate sequenze di RNA, 
con la possibilità di analizzare campioni molto piccoli, costituiti anche solo da una cellula. È 
attualmente il metodo più sensibile e flessibile di quantificazione. Lo step di retrotrascrizione 
viene effettuato utilizzando un unico primer di oligo dT che permette la retrotrascrizione di  
tutte le molecole di mRNA presenti nel campione a cDNA, grazie all’enzima trascrittasi 
inversa. Il cDNA prodotto viene amplificato utilizzando primers F e R, progettati per 
appaiarsi all’interno di esoni del gene di interesse e quantificato mediante Real Time PCR. 
Nella RT PCR convenzionale dopo la fase di amplificazione (come spiegata sopra) è 
necessaria una elettroforesi su gel d’agarosio per identificare l’amplificato, e possono essere 
richiesti southern blot e/o sequenziamento del DNA come conferma. Inoltre uno step finale 
coinvolge alcuni metodi per quantificare le bande sul gel. La  Real Time RT PCR ha invece 
eliminato la tipica variabilità della PCR, permettendo una affidabile e più facilmente 
riproducibile quantificazione dei prodotti, in tempi rapidi. La Real Time PCR monitora la 
produzione dell’amplificato durante ogni ciclo della PCR in tempo reale, rilevando la 
fluorescenza emessa, che è proporzionale al prodotto di PCR ed esistono sistemi diversi per la 
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rilevazione dei prodotti amplificati come hydrolysis probes (Taqman), molecular beacons, 
scorpion primers, hybridising probes o DNA binding agents (SYBR green I). 
Gli hydrolysis probes, anche detti probes Taqman, sono oligonucleotidi prodotti per appaiarsi 
in una regione centrale del prodotto di PCR, sono più lunghi dei primers, circa 20-30 basi e 
contengono un colorante fluorescente indicatore, in genere al 5’, ed un colorante quencher al 
3’. Quando il probe è intatto e viene irradiato, il colorante fluorescente si eccita e trasferisce 
l’energia al vicino quencher piuttosto che emetterla sotto forma di fluorescenza (questo è 
denominato FRET, fluorescence resonance energy transfer). 
Il saggio Taqman utilizza i parametri universali della reazione di PCR. I primers ed il probe 
vengono fatti appaiare al filamento di cDNA ad essi complementare e la Taq polimerasi inizia 
ad estendere i primers. Quando raggiunge il probe, la sua attività 5’-3’ esonucleasica lo 
degrada, permettendo l’allontanamento del quencher dall’indicatore che quindi può emettere 
fluorescenza. La rimozione del probe dal filamento target, permette l’estensione del primer  
fino alla fine del templato; quindi l’inclusione del probe non inibisce il completo processo di 
PCR. Ad ogni ciclo di amplificazione, altre molecole di colorante indicatore sono tagliate dai 
loro rispettivi probes, provocando un aumento dell’intensità della fluorescenza, proporzionale 
alla quantità di amplificato prodotto. L’accumulo dei prodotti di PCR è rilevato, controllando 
l’aumento della fluorescenza del colorante indicatore. 
I vantaggi di questi probes sono che: è richiesta l’ibridazione specifica tra il probe ed il target 
per generare il segnale fluorescente, e amplificazioni non specifiche dovute ad appaiamenti 
errati dei primers o formazione di dimeri di primers per non generarlo. Un altro vantaggio è 
che diversi  probe possono essere marcati con differenti coloranti fluorescenti, permettono la 
rilevazione dell’amplificazione di sequenze distinte, in una singola reazione di PCR 
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(Multiplex Real Time PCR). Lo svantaggio è che probes diversi devono essere sintetizzati per 
rilevare sequenze diverse. 
Questa tecnica si può utilizzare anche per l’analisi dei polimorfismi di un singolo nucleotide 
(SNP), mediante l’utilizzo di due probes coniugati a fluorofori diversi.  Un probe deve essere 
complementare alla sequenza di interesse wild type e l’altro complementare alla sequenza 
contenente il polimorfismo. Se l’individuo è eterozigote entrambi i tipi di probe potranno 
appaiarsi al DNA genomico  e saranno entrambi idrolizzati dalla Taq polimerasi, permettendo 
la rilevazione di entrambi gli indicatori fluorescenti; mentre se l’individuo è omozigote, 
soltanto un tipo di probe potrà appaiarsi al DNA genomico, e grazie all’attività della Taq 
polimerasi sarà  osservabile un solo tipo di indicatore fluorescente, riconducibile ad un 
omozigote wild type o mutante.  
I molecular beacons contengono anch’essi un quencher ed un indicatore alle estremità, ma 
sono stati progettati per assumere una struttura a forcina (hanno due sequenze complementari) 
quando sono liberi in soluzione al fine di avvicinare il quencher all’indicatore e quindi 
smorzare la fluorescenza dell’indicatore. Durante la fase di ibridazione, il beacon si appaia 
con il filamento target e l’indicatore fluoresce. Il successivo aumento di temperatura per 
l’estensione dei primers favorisce la dissociazione dei molecular beacons, che possono 
riformare la loro struttura a forcina che non fluoresce. Quindi i beacons rimangono intatti 
durante l’amplificazione e devono ri-appaiarsi  al target ad ogni ciclo per emettere 
fluorescenza. 
I primers scorpions possono essere delle strutture a forcina  con l’indicatore fluorescente 
all’estremità 5’ ed il quencher al 3’, che in questa forma smorza la fluorescenza 
dell’indicatore. L’estremità 5’ è collegata ad un primer specifico contenente un blocker, che 
impedisce la replicazione della struttura a forcina dello scorpion. Durante la PCR i primers 
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degli scorpions vengono estesi per diventare parte dell’amplificato. Dopo la fase di estensione 
della reazione di PCR, una sequenza dello scorpion si ibrida alla sequenza target 
complementare neoformata del prodotto di PCR, separando l’indicatore dal quencher, che 
quindi può emettere fluorescenza. La coda dello scorpion ed il prodotto di PCR sono diventati 
parte dello stesso filamento di DNA, l’interazione è intramolecolare. 
Oppure gli scorpions possono essere 2 oligonucleotidi complementari appaiati, in cui, uno ha 
il quencher al 3’, mentre l’altro (la sonda vera e propria), ha l’indicatore al 5’ e il primer ed il 
blocker al 3’. Un altro metodo, quello degli hybridising probes, utilizza due probe 
oligonucleotidici, specificamente progettati, marcati con due differenti coloranti. Le due 
sequenze dei probes sono state progettate in modo da poter ibridare sulle sequenze target in un 
orientamento testa coda, portando vicini i due coloranti. Il colorante “donatore” (fluoresceina) 
eccitato da luce blu emette fluorescenza verde; ma in stretta vicinanza con l’altro colorante, 
l’energia emessa dal “donatore” eccita il colorante “accettore” legato al secondo hybridising 
probe, che emette fluorescenza ad un’altra lunghezza d’onda, nel rosso. Durante la fase di 
denaturazione entrambi i probes rimangono in soluzione separati e si ha l’emissione della 
fluoresceina. Durante la fase di appaiamento i probes ibridano testa coda e la vicinanza dei 
due coloranti porta alla rilevazione di fluorescenza rossa. Durante la fase di estensione i due 
probes ritornano in soluzione e l’emissione dovuta alla fluoresceina è ignorata. 
Un metodo alternativo ed economico consiste nell’utilizzo di coloranti fluorescenti  come il 
SYBR-green I,  che si intercala nel DNA a doppio filamento e produce un segnale 
fluorescente. Durante la fase di denaturazione, il colorante SYBR-green I non legato mostra 
poca fluorescenza, mentre durante la fase di appaiamento alcune molecole di colorante si 
legano al doppio filamento primer/target, producendo emissione di fluorescenza se eccitate. 
Durante la fase di estensione molte più molecole di colorante si legano al DNA 
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neosintetizzato e l’incremento di fluorescenza può essere monitorato in tempo reale. Durante 
la denaturazione le molecole di colorante sono rilasciate e il segnale di fluorescenza ritorna al 
segnale di fondo. L’intensità del segnale è proporzionale alla quantità del dsDNA presente 
nella reazione.  
Un vantaggio di questa tecnica è che non sono richiesti probe modificati ed è più facile e 
meno costoso progettare i primers, anche se le condizioni specifiche di reazione devono 
sempre essere ottimizzate.  
Uno svantaggio dei coloranti che si intercalano al DNA è che rilevano anche amplificati non 
specifici e la formazione di dimeri di primers. Un altro aspetto negativo è che molte molecole 
di colorante si legano ad una singola sequenza amplificata. Questo aumenta la sensibilità per 
la rilevazione dei prodotti di amplificazione, ma una conseguenza dei legami multipli di 
queste molecole di colorante porta ad una intensità del segnale dipendente dalla lunghezza del 
dsDNA prodotto nella reazione. Così, anche se le efficienze di amplificazione sono le stesse, 
l’amplificazione di un prodotto più lungo genererà più segnale di uno più corto. Questo è in 
contrasto con l’uso di un probe fluorescente, in cui, un singolo fluoroforo è liberato dallo 
smorzamento per ogni sequenza amplificata, indipendentemente dalla sua lunghezza.  Il 
colorante SYBR green I è sconsigliato per multiplex PCR. La capacità di monitorare la 
progressione della PCR in tempo reale ha rivoluzionato completamente il modo di affrontare 
la quantificazione di DNA o RNA basato sulla PCR. In modo simile alle reazioni standard di 
PCR, per la Real Time PCR sono richiesti diversi passaggi per sviluppare un’analisi 
quantitativa di PCR. Questi passaggi includono: la produzione di templati puliti, la 
progettazione di primers, l’ottimizzazione degli stati di  reazione. Per alcuni geni bersaglio, le 
impostazioni dei primers e le condizioni ottimizzate sono state raccolte in alcuni database per 
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facilitare lo sviluppo delle analisi. La differenza maggiore tra la PCR standard e la Real Time, 
è nell’uso di probe fluorescenti per la rilevazione dei prodotti di PCR (Stachan et al 2003). 
 
 
Figura 1: Curva di RT-PCR con numero di cicli sulle ascisse e fluorescenza sulle 
ordinate 
 
Per calcolare la concentrazione iniziale del cDNA, viene considerato il fatto che si ha una 
relazione lineare tra i prodotti di PCR e la fluorescenza osservata; misurando la fluorescenza 
si può calcolare la concentrazione iniziale del cDNA presente nel campione e quindi risalire 
all’mRNA che l’ha prodotto. 
Per prima cosa, bisogna costruire un grafico in cui si riporta il logaritmo della fluorescenza 
emessa dall’indicatore fluorescente in funzione del numero di cicli di amplificazione. Questo 
grafico mostrerà un aumento lineare della fluorescenza a livello dei primi cicli (se la fase di 
background è limitata, altrimenti intorno ai 15-25) fino a raggiungere un plateau quando tutto 
il cDNA di partenza è stato amplificato. A questo punto si stabilisce un valore soglia di 
fluorescenza, generalmente abbastanza basso per avere la certezza che si sta analizzando la 
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parte del grafico in cui si ha la variazione lineare della fluorescenza. Questo valore soglia 
viene utilizzato per calcolare la concentrazione del cDNA. 
Con la RT PCR si può ottenere una quantificazione relativa o assoluta.  
Nella quantificazione relativa si considera un cDNA presente nel campione, ad esempio un 
gene housekeeping e si osserva a quale ciclo di amplificazione raggiunge il valore soglia, di 
seguito si usa lo stesso procedimento per il cDNA di interesse. Se si riscontra uno sfasamento 
di n cicli significa che uno dei due cDNA è presente in modo (2)n volte maggiore rispetto 
all’altro (Griffiths et al. 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Calcolo dell’espressione genica con il metodo relativo 
 
Concentrazione del gene housekeeping = 2n (concentrazione del gene di interesse, x). 
 Il gene di controllo ideale dovrebbe essere espresso ad un livello costante nei diversi tessuti 
dell'organismo, in tutte le fasi dello sviluppo, e non dovrebbe essere modificato da eventuali 
trattamenti sperimentali. Per esempio, per l'analisi di cellule e tessuti di carcinoma polmonare 
non a piccole cellule Minamya et al. (2004) hanno utilizzato il gene che codifica per la 
logaritmo 
fluorescenza
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gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH), che in  questi modelli sperimentali è espresso 
in modo costante nelle varie fasi di crescita cellulare. Se invece, si vuole ottenere un valore 
assoluto è necessario costruire una curva di taratura. 
Si utilizzano delle soluzioni con concentrazioni note e crescenti di DNA. Ad esempio, 
vengono effettuate 3 reazioni di PCR, ognuna delle quali ha una concentrazione del DNA di 
partenza, 10 volte superiore rispetto alla precedente. I dati ricavati da queste 3 reazioni di 
amplificazione hanno permesso di ottenere il grafico seguente.  
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Calcolo dell’espressione genica mediante metodo assoluto 
Y2 / Y1 = 2X2 /  2X1                           2(X2 – X1) = 10                       log210 = (X2-X1) = 3,32          
 
In questo caso, i calcoli effettuati dimostrano che, se la PCR lavora perfettamente, si ottiene 
una decuplicazione del DNA ogni 3,32 cicli. 
Questo permette di costruire una curva di regressione, dalla quale si può subito risalire alla 
concentrazione iniziale del DNA.  
 
 
 
 
numero di copie 
numero cicli cicli X1        X2         X3 
1000 = Y3
100 = Y2
10 = Y1
2n 
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                                                       Curva di regressione 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Curva di regressione 
 
A questo punto è sufficiente vedere a quale ciclo di amplificazione la reazione di interesse 
raggiunge il valore soglia di fluorescenza, e per interpolazione sulla retta si risale alla 
concentrazione iniziale del DNA. Ci sono quindi molti vantaggi nella quantificazione di 
sequenze geniche usando questa tecnologia. Il principale vantaggio è che la Real Time PCR 
misura l'amplificazione in tempo reale durante la fase esponenziale della PCR, quando cioè 
l'efficienza di amplificazione è al massimo, permettendo di ottenere risultati molto più 
accurati e rapidi rispetto alla PCR tradizionale "end point"; questa tecnica inoltre elimina 
eventuali errori dovuti ad operazioni post PCR, come l’elettroforesi su gel, ed ha una 
risoluzione  elevata che discrimina cambiamenti di 2 volte nella concentrazione del DNA, 
mentre i gel delle PCR standard permettono di discriminare soltanto cambiamenti di 10 volte. 
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Le applicazioni della Real Time PCR sono innumerevoli; può essere utilizzata per le 
applicazioni tradizionali della PCR ma anche per le nuove applicazioni che sarebbero poco 
efficaci con la PCR tradizionale, come: quantificazione dell’espressione genica, verifica dei 
dati di espressione genica ottenuti da analisi con microarrays, rilevazione e quantificazione di 
particelle virali e microrganismi patogeni, misura dei danni al DNA, genotipizzazione, 
mutazioni e analisi di SNP, monitoraggio dei farmaci e dell’efficienza delle terapie 
farmacologiche. 
L’evoluzione delle tecniche diagnostiche promossa dagli studi di farmacogenetica e 
farmacogenomica racchiude in sé notevoli potenzialità anche per quanto concerne l’ideazione 
di nuovi protocolli terapeutici. In quelle patologie in cui al momento attuale l’indirizzo 
farmacologico è scelto in base a criteri empirici, come ad esempio il cancro, l’ausilio di queste 
discipline potrebbe sovvertire completamente la strategia di trattamento. In oncologia 
vengono normalmente scelti regimi terapeutici che abbiano dimostrato efficacia in studi 
clinici, ma i risultati sono spesso imprevedibili dal momento che la selezione avviene su base 
empirica.  Identificando i geni implicati nella risposta ai farmaci sarà possibile predisporre 
delle mappe di chemiosensibilità- chemioresistenza per ciascun paziente, nell’ottica di 
approntare di volta in volta terapie antitumorali basate sulle caratteristiche genetiche del 
paziente e della sua neoplasia. In questo modo sarà forse possibile incrementare la percentuale 
di successo delle chemioterapie e, allo stesso tempo, ridurre il fenomeno della comparsa di 
tossicità. 
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Figura 5. Algoritmo dei protocolli chemioterapici 
 
2. Meccanismo d’azione della gemcitabina 
 
La gemcitabina fa parte della classe degli analoghi nucleosidici, farmaci molto efficaci nel 
trattamento di numerose neoplasie sia ematologiche che solide. Gli analoghi nucleosidici sono 
chemioterapici antitumorali descritti nella categoria degli antimetaboliti, poiché il loro 
meccanismo d’azione consiste principalmente nell’alterare la sintesi degli acidi nucleici 
mediante meccanismi d'inibizione competitiva e d'incorporazione di falsi substrati.  
Il meccanismo d’azione della gemcitabina consiste principalmente nell’inibizione della sintesi 
del DNA . Essendo un profarmaco, per esercitare la sua funzione antitumorale, dopo aver 
oltrepassato la membrana cellulare mediante il sistema di trasporto dei nucleosidi, deve essere 
fosforilato prima in 2’,2’-difluoro-2’-deossicitidina monofosfato (dFdCMP) e, 
successivamente nella 2',2'-difluoro-2'-deossiciditidina difosfato (dFdCDP) e nella 2',2'-
Osservazione della tollerabilità-
tossicità del trattamento
Diagnosi di tumore
Presente Futuro? 
Ricaduta- refrattarietà
Terapia di seconda linea
Risultato clinico
Scelta della combinazione chemioterapica
Probabilità di tossicità
Analisi degli acidi nucleici del paziente
Probabilità di risposta
Analisi degli acidi nucleici del tumoreTrattamento di prima linea
 42 
difluoro-2'-deossiciditidina trifosfato (dFdCTP). La prima fosforilazione, essenziale per 
l’attività della gemcitabina, avviene ad opera della deossicitidina chinasi (deossicitidina 5’-
fosfotrasferasi), enzima implicato nella fosforilazione di numerosi deossinucleotidi purinici e 
pirimidinici, la cui attività è regolata da un meccanismo a feedback negativo da parte della 
deossicitidina trifosfato (dCTP). Il principale metabolita citotossico della gemcitabina è la 
dFdCTP, che compete direttamente con la dCTP per l’incorporazione del DNA. La dFdCTP 
inserita nella catena del DNA determina, dopo l’aggiunta di un altro deossinucleotide, una 
modificazione conformazionale con la costituzione di un blocco sterico che inibisce la DNA 
polimerasi. Questa modalità di inibizione della polimerasi, denominata “terminazione 
mascherata della sintesi del DNA” per la presenza della dFdCTP in posizione non-terminale, 
ostacola il riconoscimento e la riparazione del danno al DNA da parte della esonucleasi.  
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Figura 6: Struttura della gemcitabina 
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Figura 7: Meccanismo d’azione della gemcitabina 
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Si verifica quindi l’arresto nella sintesi della catena del DNA e il blocco del ciclo riproduttivo 
e conseguentemente la morte della cellula a causa dell’impossibilità della riparazione. Allo 
stesso modo la dFdCTP è incorporata nell’RNA e ne inibisce la sintesi. L’attività citotossica 
della gemcitabina è inoltre incrementata dall’azione dei suoi metaboliti mediante due 
meccanismi di autopotenziamento:  
1. l’inibizione della attività della ribonucleotide reduttasi, enzima fondamentale per la sintesi 
dei deossiribonucleotidi, da parte della dFdCDP, che determina una diminuzione della 
concentrazione dei deossiribonucleotidi con conseguente potenziamento della citotossicità 
della gemcitabina sia per aumento della fosforilazione, visto che una minore concentrazione 
della dCTP riduce il meccanismo di inibizione a feedback sulla deossicitidina chinasi, sia per 
la maggiore incorporazione della dFdCTP nel DNA, facilitata dalle ridotte concentrazioni dei 
substrati fisiologici.  
L’aumento di espressione della ribonucleotide reduttasi determina infatti la presenza di 
meccanismi di resistenza alla gemcitabina poiché l’aumento del pool dei deossinucleotidi 
inibisce competitivamente l’incorporazione della dFCTP nel DNA e riduce, con meccanismo 
a feedback inibitorio, l’attività della deossicitidina chinasi, come evidenziato da Goan (Goan 
et al ,1997).  
2. l’inibizione della attività della deossicitidina monofosfato deaminasi, enzima implicato nel 
metabolismo della dFdCMP nel derivato inattivo 2’,2’- diflorodeossiuridina monofosfato 
(dFdUMP), da parte della dFdCTP, con conseguente ridotta eliminazione del farmaco e 
potenziamento della sua attività, come evidenziato da Heinemann (Heinemann et al 1988). 
I bersagli molecolari dell’azione della gemcitabina sono, come si evince, intracellulari, per cui 
la permeazione del farmaco attraverso la membrana plasmatica rappresenta un passaggio 
obbligatorio per la realizzazione del suo effetto citotossico. Tale passaggio sfrutta la presenza, 
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sulla membrana citoplasmatica, di specifiche proteine di trasporto che permettono il 
superamento della barriera lipidica ai nucleosidi endogeni, che sono idrofilici come gli 
analoghi utilizzati in terapia. Queste proteine sono denominate trasportatori nucleosidici e si 
dividono in due famiglie a seconda del tipo di trasporto da esse mediato: i trasportatori 
nucleosidici equilibrativi (hENT) permettono un passaggio bidirezionale guidato dal gradiente 
di concentrazione (diffusione facilitata), mentre per mezzo dei trasportatori nucleosidici 
concentrativi (hCNT) si realizza un processo unidirezionale che sfrutta il gradiente 
elettrochimico del sodio per introdurre all’interno della cellule i nucleosidi contro il loro 
gradiente di concentrazione (trasporto attivo secondario). La distribuzione tissutale e 
l’espressione da parte delle cellule tumorali di questi trasportatori non è ancora pienamente 
definita, ma è noto che gli hENT sono presenti nella maggior parte dei differenti tipi cellulari, 
mentre sembra che gli hCNT siano espressi solo da tessuti specializzati quali epitelio 
intestinale, epatico, renale, plessi corioidei e da alcune linee cellulari tumorali. Il primo studio 
che ha identificato e validato polimorfismi del singolo nucleotide in geni coinvolti nel 
meccanismo d’azione della gemcitabina è stato pubblicato nel 2004 (Fukunaga et al  
2004).Tra i vari polimorfismi, 5 sono stati individuati a livello dei geni codificanti per i 
trasportatori nucleosidici. Due di questi, localizzati nel codone 1383 del gene per hCNT1 e 
nel codone 778 di hENT1, non codificano per una sostituzione amminoacidica, mentre le due 
varianti nei codoni 1543 di hCNT1 e 283 di hCNT2 e nel codone 1576 di hCNT1 
determinano rispettivamente le seguenti sostituzioni: arginina/cisteina, arginino/serina e 
asparagina/acido aspartico. In questo studio sono stati utilizzati due metodi predittivi di analisi 
per valutare le eventuali modifiche della struttura secondaria della proteina inseguito alle 
modifiche degli amminoacidi indotte dagli SNPs (NNPREDICT e GOR). Una particolare 
importanza è stata attribuita allo SNP nel codone 1543 di hCNT2, in quanto la sostituzione 
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aminoacidica sembra determinare un cambiamento conformazionale della doppia elica capace 
di influenzare l’attività del trasportatore di membrana.  
Una volta permeata attraverso la membrana plasmatica, la gemcitabina per esercitare la sua 
azione citotossica deve essere fosforilata nel metabolita trifosfato. L'enzima responsabile della 
prima fosforilazione, che rappresenta la reazione limitante nella formazione dei metaboliti 
attivi, è la deossicitidina chinasi, mentre la endo-5’-nucleotidasi e la citidina deaminasi 
catalizzano le principali reazioni del catabolismo.  
Il ruolo degli enzimi responsabili dell’attivazione e degradazione della gemcitabina è da 
tempo oggetto di numerosi studi perché è possibile ipotizzarne un' importante influenza sulla 
sensibilità delle cellule neoplastiche a tale terapia.  
La deossicitidina-chinasi (dCK) appartiene alla famiglia delle nucleosidi chinasi, enzimi in 
grado di attivare i nucleosidi naturali e gli analoghi nucleosidici antivirali e antineoplastici, 
catalizzando la loro fosforilazione. Le proprietà cinetiche delle nucleosidi chinasi sono 
pertanto importanti sia per la regolazione del normale metabolismo dei nucleosidi che per 
l’attività farmacologica degli analoghi nucleosidici.  
Esistono numerosi studi che dimostrano l’importanza della dCK nell’azione della gemcitabina 
e degli altri analoghi nucleosidici attivati da tale enzima. Tutti questi risultati confermano il 
ruolo della dCK nell’attivazione della gemcitabina e nella conseguente efficacia di questo 
farmaco nella terapia; per quanto riguarda analisi a livello del gene codificante per tale 
enzima, nello studio di Fukunaga sopra citato sono stati analizzati 2 SNPs di dCK, che 
tuttavia non determinano sostituzioni aminoacidiche e non sembrano causare modifiche 
dell’espressione e dell’attività di questo enzima.  
Per quanto riguarda il ruolo di enzimi coinvolti invece nella degradazione della gemcitabina, 
l’interesse della comunità scientifica è rivolto soprattutto nei confronti della citidina 
 47 
deaminasi (CDA). Tale enzima appartiene alla famiglia delle deaminasi, enzimi caratterizzati 
da una notevole conservazione filogenetica del dominio funzionale, localizzato alla 
terminazione 5’ di una sequenza consenso di 42 aminoacidi. In particolare, l’enzima CDA 
umano, di cui è stata registrata un’elevata attività nel fegato, nella milza e nella mucosa 
intestinale, è composto da quattro subunità identiche molto vicine, ciascuna di 16 Kda, la cui 
sequenza aminoacidica è stata ricavata a partire dal rispettivo cDNA. Studi successivi hanno 
localizzato il gene umano che codifica per la CDA sul cromosoma 1 e analisi Southern Blot 
effettuate su placente umane hanno dimostrato che tale gene ha una dimensione 
approssimativa di 31 Kb ed è formato da quattro esoni.  
La CDA oltre ad essere l'enzima responsabile della deaminazione di citidina e deossicitidina 
rispettivamente ad uridina e deossiuridina, riveste una particolare importanza dal punto di 
vista farmacologico nell'ambito della terapia di neoplasie solide ed ematologiche. Infatti, la 
CDA catalizza la principale reazione del catabolismo della gemcitabina e della citarabina, 
determinandone l'inattivazione, e diversi studi hanno dimostrato che la presenza di un 
incremento dell’attività della CDA causa la comparsa di fenomeni di resistenza all’azione di 
tali farmaci.  
L’enzima CDA è stato oggetto di recenti studi sui polimorfismi e su come questi possano 
influenzare l’attività farmacologia della gemcitabina.  
Fukunaga et al  (Fukunaga et al  2004) hanno studiato tre SNPs di questo enzima, e quello che 
è sembrato rivestire un ruolo più importante è stato lo SNP CDA G208A, per cui l’alanina 
viene sostituita da una treonina. Per mezzo di un’analisi predittiva che permette di 
visualizzare la struttura tridimensionale della proteina dopo la sostituzione aminoacidica 
(SPDB Viewer), è stato dimostrato che tale alterazione comporta un cambiamento 
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conformazionale vicino al sito attivo della proteina andando ad influenzarne l’attività 
enzimatica.  
L’importanza degli SNPs di CDA per l’attività degli analoghi nucleosidici è stata studiata 
anche in 52 azienti affetti da leucemia o linfoma (Yue et al 2003) In questo studio sono stati 
analizzati tre polimorfismi dell’enzima CDA: il già citato G208A, il polimorfismo T 435C ed 
infine A79C, che presentano una frequenza allelica rispettivamente pari a 4,3%, 70,1% e 
21,1%. Lo SNP sul codone 435 non codifica per una sostituzione amminoacidica, mentre lo 
SNP sul codone 79 determina una sostituzione da lisina a glutammina. La popolazione con la 
mutazione del codone 208 è risultata potenzialmente più sensibile all’analogo nucleosidico 
ara-C. Questo polimorfismo però presenta una difficoltà pratica, in quanto la frequenza 
allelica dei genotipi non e’ eterogenea e l’allele wild-type ha una frequenza molto più elevata. 
Lo SNP sul codone 79 ha invece una frequenza allelica omogeneamente distribuita, presente 
sia nelle popolazioni europee che africane. Il codone, a livello del quale avviene la 
sostituzione amminoacidica, è localizzato nel dominio N-terminale e potrebbe essere 
coinvolto nel binding pocket loops che coopera con i ligandi di zinco; la riduzione della 
deaminazione dell’ ara-C a causa della sostituzione amminoacidica è stata dimostrata in vitro 
(Kirch et al, 1998) evidenziando l’importanza di questa attività enzimatica. Tuttavia, nello 
studio di Yue non è stata dimostrata alcuna differenza significativa tra le popolazioni con i 
differenti genotipi e l’attività della citidina-deaminasi.  
Recentemente in vitro è stata invece evidenziata una correlazione tra le diverse varianti 
genotipiche e l’attività della citidina-deaminasi. Le implicazioni in vivo, funzionali e cliniche, 
di queste osservazioni devono ancora essere determinate, tuttavia tali risultati sollevano la 
possibilità che variazioni genetiche a livello del gene codificante per la CDA possano 
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contribuire alle differenze individuali nella risposta terapeutica al trattamento con gemcitabina 
(Tibaldi et al., 2008).  
Inoltre, diversi metaboliti della gemcitabina possono influenzare l'attività degli enzimi 
implicati nel mantenimento dei pools dei nucleotidi. In particolare, l’intermedio dFdCDP 
inibisce la RR, bloccando la reazione limitante nella sintesi dei deossiribonucleotidi a partire 
dai ribonucleotidi difosfato. Diversi studi hanno dimostrato che l'analogo nucleosidico 
fludarabina trifosfato inibisce la RR interagendo con il sito allosterico per il dATP (White et 
al., 1982; Gandhi et al, 2002). Per quanto riguarda invece l'azione inibitoria della gemcitabina, 
la presenza di una coppia di atomi di fluoro al posto dei due atomi di idrogeno al livello del 
carbonio 2' permette di ipotizzare che tale farmaco possa colpire l’attività della RR mediante 
un'inibizione di tipo competitivo, essendo proprio il carbonio 2’ il sito nel quale si focalizzano 
le azioni di questo enzima (Plunkett et al., 1996). In accordo con tale ipotesi, nelle cellule 
trattate con gemcitabina è stata osservata una diminuzione dei deossiribonucleotidi e tale 
decremento è direttamente proporzionale alla concentrazione della gemcitabina e al periodo 
d’incubazione (Heinemann et al., 1990). Studi successivi, eseguiti utilizzando l’enzima 
umano parzialmente purificato, hanno permesso di individuare come metabolita inibitore la 
dFdCDP (Heinemann et al.,1990) e questo risultato è stato confermato ed ampliato da Baker 
che, usando l’enzima di E. Coli, ha dimostrato che la dFdCDP agisce come un substrato 
alternativo in grado di inibire irreversibilmente la RR (Baker et al., 1991). Però, sebbene lo 
studio dell’enzima purificato in vitro consenta di impostare gli esperimenti a concentrazioni 
note dei reagenti e fornisca informazioni utili, l’atto stesso di rompere la cellula per purificare 
la proteina annulla i meccanismi regolatori che sono presenti nelle cellule intatte. Per valutare 
la reale azione inibitoria della gemcitabina sull’enzima sottoposto ai fisiologici fenomeni di 
regolazione, è stato pertanto necessario effettuare prove in situ, che hanno permesso di 
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stimare l’attività della RR nelle cellule intatte. La misurazione della sintesi intracellulare dei 
deossiribonucleotidi a partire da ribonucleosidi radioattivi, forniti dall’esterno, ha permesso di 
osservare, nelle cellule linfoblastoidi CCRF-CEM, una diminuzione nella conversione della 
citidina difosfato al rispettivo deossiribonucleotide, inversamente proporzionale all’accumulo 
di gemcitabina (Heinemann et al.,1990). L’attività della RR è stata infatti inibita di valori del 
50% e del 90% quando le cellule hanno accumulato rispettivamente 0,3 e 1 µmol/L di 
dFdCDP. La notevole potenza inibitoria della gemcitabina sulla RR è stata infine dimostrata 
dal fatto che una simile inibizione dell’enzima è stata osservata nelle stesse cellule incubate 
con una concentrazione di almeno 1 mmol/L di idrossiurea, che è un inibitore specifico della 
RR (Heinemann et al., 1990). 
 
3. Meccanismo d’azione del cisplatino 
 
Rosenberg e colleghi nel 1965 durante esperimenti condotti su Escherichia coli scoprirono gli 
effetti inibitori sulla replicazione cellulare del cis-diaminodicloroplatino (cisplatino), un 
complesso contenente platino bivalente, inorganico e idrosolubile. Sulla scia di queste 
scoperte una serie di studi di base e clinici hanno approvato l’uso di questi composti 
inizialmente per il cancro ai testicoli. Negli ultimi 15 anni il cisplatino ha trovato impiego 
nella cura per il tumore alla vescica, alle ovaie e al polmone ed è attualmente considerato il 
farmaco antitumorale più usato in Nord America e in Europa. 
Tuttavia a causa degli effetti tossici del cisplatino, quali vomito e danni renali, sono stati 
ricercati analoghi di tale farmaco che non presentassero però i suddetti effetti se somministrati 
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a pazienti: questi analoghi sono principalmente il carboplatino e l’oxaliplatino (Cancer 
Chemotherapy &  Biotherapy, Bruce & Longo).  
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Figura 8: Strutture di cisplatino e transplatino 
 
Questi ultimi due farmaci, sintetizzati per un potenziale uso clinico si sono rivelati 
effettivamente meno tossici del cisplatino ma anche meno efficaci nel trattamento di cellule 
tumorali. 
Gli effetti cellulari dei composti del platino sono stati ampiamente studiati usando cisplatino, 
carboplatino e oxaliplatino in diversi esperimenti. Il cisplatino è risultato essere capace di 
attraversare la membrana cellulare grazie alla sua semplice struttura chimica nonostante siano 
presenti numerosi sistemi di trasporto transmembranale adibiti all’espulsione di farmaci dalla 
cellula e da studi recenti, confrontando il cisplatino con il transplatino, è stato dimostrato che 
gli effetti del cisplatino sul DNA portano alla morte cellulare proprio grazie alla 
conformazione in cis dei suoi gruppi reattivi.  
Al pH fisiologico di 7,4 gli atomi di cloro possono essere spiazzati direttamente per reazione 
con sostanze nucleofile, come i gruppi tiolici; la sostituzione del cloro è probabilmente 
responsabile della formazione di specie attivate del farmaco, che reagiscono poi con gli acidi 
nucleici e le proteine.  
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Una volta all’interno della cellula il cisplatino può seguire tre vie differenti; la prima prevede 
una immediata espulsione dalla cellula attraverso uno dei molti sistemi di trasporto 
transmembranale specifico; la seconda prevede la sua neutralizzazione a carico di proteine 
che presentano gruppi sulfidrili come il glutatione; la terza possibilità è che reagisca con 
molecole intracellulari come RNA e DNA sia cellulare che mitocondriale.  
I complessi del platino possono reagire con il DNA, formando legami crociati intercatena e 
intracatena. In studi succesivi è stato osservato che gli addotti intrafilamento N7-d(GpG) e 
N7-d(ApG) sono probabilmente i responsabili della morte cellulare indotta dal cisplatino. Gli 
addotti N7-d(GpG) e N7-d(ApG) rappresentano più dell’80% del danno effettivo sul 
filamento del DNA in seguito all’esposizione con cisplatino e sono associati ad un forte 
ripiegamento della doppia elica del DNA. L’azoto in posizione 7 della guanina infatti è molto 
reattivo e il platino forma legami crociati tra guanine adiacenti sullo stesso filamento di DNA; 
si formano rapidamente anche legami crociati adenina-guanina. La formazione dei legami 
crociati intercatena è un processo più lento e meno significativo. I complessi del DNA con il 
cisplatino inibiscono la replicazione e la trascrizione del DNA e portano a rotture ed ad errori 
di codifica.  
La specificità del cisplatino rispetto alle varie fasi del ciclo cellulare sembra essere diversa a 
seconda del tipo di cellula, sebbene gli effetti dovuti alla formazione dei legami crociati siano 
più marcati durante la fase S.  
 
 
 53 
 
Figura 9-10: Interazione del cisplatino con il DNA 
 
Gli addotti del cisplatino possono essere riparati dal sistema di riparazione del DNA 
denominato NER (Nucleotide Excision Repair), che è un sistema efficace per la correzione di 
un'ampia varietà di lesioni che provocano una distorsione della doppia elica del DNA e che 
sono causate sia da agenti fisici che chimici. In particolare, il NER è richiesto per la 
riparazione dei frequenti danni determinati dalle radiazioni UV e le mutazioni nei geni umani 
che codificano per le proteine di tale sistema sono associate ad almeno tre diverse malattie 
genetiche: lo Xeroderma pigmentoso, la sindrome di Cockaynie e la Tricotiodistrofia, che 
hanno in comune una estrema sensibilità dei pazienti alla luce solare. Il sistema NER 
comprende proteine con attività di riconoscimento del danno, taglio, sintesi e legame. Sono 
stati identificati circa 30 polipeptidi che partecipano a questo sistema, fra cui la proteina 
ERCC1 (Excision Repair Cross Complementing group 1), che ha un ruolo fondamentale nel 
processo di incisione del filamento, che costituisce la tappa limitante del processo di 
riparazione. Come illustrato nella figura 6, le lesioni del DNA provocano una distorsione della 
doppia elica, riconosciuta da due proteine chiamate XPC e HR23B, mentre il danno specifico 
è individuato dalla proteina XPA e l'azione del complesso proteico TFIIH, in grado di 
scindere il filamento del DNA, porta all'apertura localizzata della doppia elica del DNA, che 
è, a sua volta, stabilizzata dall'azione della proteina RPA. Successivamente, due endonucleasi, 
XPG e il complesso XPF-ERCC1, incidono il filamento danneggiato nel legame 
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fosfodiesterico a una distanza compresa fra 22 e 24 nucleotidi dall'estremità 5' della lesione e 
in seguito all'azione del complesso TFIIH, il frammento contenente la lesione è eliminato e, 
attraverso l'attività di enzimi DNA polimerasi avviene la sostituzione del frammento di DNA 
eliminato (Gene VIII, Lewin) .  Poiché l'effetto citotossico del cisplatino è determinato 
principalmente dalla formazione di addotti con il DNA, la cui rimozione è mediata dal sistema 
NER, ne consegue come la proteina ERCC1 giochi un ruolo fondamentale nella risposta a 
questa terapia. E' stato da tempo osservato, in studi in vitro, che l'attività di ERCC1 è 
essenziale per la riparazione degli addotti del cisplatino e per la conseguente sensibilità nei 
confronti di questo chemioterapico (Calvert et al, 1998; Adjei et al, 2001).  
 
Figura 11: Riparazione del danno del DNA ad opera del sistema NER 
Diverse ricerche, quali quelle condotte da Ferry, Dabholkar e Metzger hanno dimostrato come 
la presenza di un'elevata espressione di ERCC1 in tessuti tumorali ovarici e gastrici sia 
associata a una maggiore resistenza nei confronti di una chemioterapia contenente cisplatino.  
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Similmente, utilizzando l'analisi dell'espressione genica con Real-Time RT PCR hanno 
osservato una correlazione fra i livelli di mRNA di ERCC1 e TS nei tessuti e la risposta alla 
chemioterapia con oxaliplatino e 5-fluorouracile in 50 pazienti affetti da carcinoma del colon 
(Shirota et al, 2001). 
Per quanto riguarda studi condotti su pazienti affetti da NSCLC, si annoverano i lavori 
condotti proma da Lord e poi da Olaussen. Per il primo studio sono stati arruolati 56 pazienti 
in uno stadio avanzato (IIIb o IV) trattati con gemcitabina 1250 mg/m
2 
(giorni 1 e 8) e 
cisplatino 100 mg/m
2 
(giorno 1 ogni 3 settimane), evidenziando che la sopravvivenza media 
complessiva è significativamente maggiore nei pazienti con una minore espressione di 
ERCC1 (Lord et al, 2002). Nello studio di Olaussen, mediante analisi immunoistochimiche si 
è determinata l’espressione di ERCC1 su 761 pazienti con tumore polmonare non a piccole 
cellule e trattati con cisplatino. Il 44% dei pazienti ha presentato una maggiore espressione del 
gene contro un 56% del campione che presentava una ridotta espressione di ERCC1. Il 
trattamento con il cisplatino è risultato migliore per i pazienti con assenza di ERCC1; tale 
trattamento chemioterapico ha permesso un significativo allungamento della vita in pazienti 
con tumori ERCC1-negativi ma non in quelli con tumori ERCC1-positivi, tuttavia è stato 
osservato anche che, tra i pazienti non sottoposti a chemioterapia, vivono più a lungo gli 
individui con tumori ERCC1-positivi rispetto a quelli con tumore ERCC1-negativo 
(Olaussen, et al 2006). 
Ad analoghe considerazioni era giunto anche lo studio pubblicato da Rosell, nel quale sono 
stati arruolati 100 pazienti affetti da NSCLC trattati con cisplatino e gemcitabina (Rosell et al, 
2004). I risultati dimostrano come i pazienti con bassi livelli di espressione di ERCC1 e della 
subunità RRM1 della ribonucleotide reduttasi, enzima fondamentale per la sintesi dei 
 56 
deossiribonucleotidi coinvolto nel meccanismo d’azione della gemcitabina, presentino un 
vantaggio statisticamente significativo in termini di sopravvivenza mediana.  
Sulla base di questi risultati, lo stesso Rosell ha condotto un trial, i cui risultati preliminari, 
ottenuti su 264 pazienti, sono stati presentati nel corso del meeting ASCO 2005; i pazienti 
sono stati inizialmente randomizzati nel braccio di controllo, ricevendo docetaxel e cisplatino 
indipendentemente dal livello di mRNA di ERCC1, oppure nel braccio sperimentale, 
ricevendo docetaxel e cisplatino nel caso di bassi livelli di mRNA di ERCC1 o docetaxel e 
gemcitabina nel caso di alti livelli di mRNA di ERCC1. La percentuale di risposte obiettive 
nei pazienti con basso livello di mRNA è stata del 56,6%, mentre nel braccio di controllo la 
percentuale è stata del 40,4%: conducendo un’analisi per sottogruppi in tale braccio è stato 
osservato come i pazienti con bassi livelli di mRNA abbiano un tasso di risposte del 47,3% 
mentre nei pazienti con alti livelli il tasso si riduce al 26,1%. Il modello di regressione 
logistica per la progressione del tumore indica un significativo vantaggio per i pazienti 
randomizzati a docetaxel e cisplatino sulla base dei bassi livelli di ERCC1. Nonostante i 
risultati siano ancora preliminari, il tempo alla progressione e la sopravvivenza sembrano 
essere migliori nel gruppo di pazienti con bassi livelli di mRNA di ERCC1.  
A livello del gene che codifica per l’enzima ERCC1 è stato inoltre identificato uno SNPs a 
livello del codone 118 (esone 4): si tratta di una mutazione silente C>T che converte il codone 
AAC nel codone AAT, entrambi codificanti per l’aminoacido asparagina, anche se il secondo 
è utilizzato meno frequentemente.  
Tale polimorfismo è stato inizialmente studiato in due linee cellulari di carcinoma ovarico 
umano ugualmente resistenti al cisplatino ma genotipicamente divergenti; nelle cellule 
MCAS, con il genotipo TT, l’induzione dell’espressione dell’mRNA di ERCC1, conseguente 
all’esposizione al cisplatino, risultava sensibilmente ridotta rispetto alle cellule A2780/CP70, 
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omozigoti per l’allele C. Nella linea cellulare MCAS è stata riscontrata una minore capacità di 
riparazione delle lesioni al DNA causate dal cisplatino, che veniva però compensata da un 
incremento dell’attività dei meccanismi citosolici di inattivazione del farmaco (Yue et al, 
2003).  
Tra i primi studi clinici analizzanti tale polimorfismo si annovera quello di Ryu nel quale sono 
stati arruolati 109 pazienti affetti da NSCLC e trattati con regime chemioterapico contenente 
cisplatino (Ryu et al, 2004). I risultati evidenziano un’associazione ai limiti della 
significatività (P=0,0058) tra il polimorfismo ERCC1 118 e la sopravvivenza a favore del 
genotipo wild- type (CC) rispetto ai genotipi mutati (CT e TT), senza peraltro evidenziare 
associazioni in termini di risposte obiettive. L’ analisi multivariata indica come il genotipo di 
tale polimorfismo sia un importante marker, sebbene non il solo, predittivo di migliore 
sopravvivenza.  
Un altro possibile determinante molecolare della risposta alla chemioterapia con cisplatino è 
rappresentato dalla proteina XPD, originariamente denominata ERCC2, che agisce come 
un'elicasi nell'ambito del complesso TFIIH. Studi hanno infatti dimostrato la presenza di 
diversi polimorfismi di XPD che possono avere un ruolo sia nell'eziopatogenesi che nella 
risposta alla chemioterapia di diversi tumori (Park et al, 2001). Per quanto riguarda lo studio 
di tali polimorfismi in pazienti affetti da NSCLC, le varianti genotipiche mutate omozigoti 
degli SNPs XPD A751C e G312A sono state associate ad una subottimale capacità di 
riparazione del danno al DNA (Spitz et al, 2001), in contrasto con i genotipi wild-type che 
hanno mostrato per entrambi gli SNPs una maggiore capacità di riparazione. Questi risultati 
hanno condotto gli autori a ritenere che in studi clinici i pazienti con genotipo wild-type 
potrebbero mostrare un vantaggio in termini risposte obiettive e sopravvivenza.  
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Nei primi studi clinici, nei quali è stata studiata una correlazione tra i polimorfismi di XPD e 
l’outcome al trattamento chemioterapico contenente cisplatino, non è stata invece evidenziata 
una differenza statisticamente significativa tra i diversi genotipi e l’attività e l’efficacia della 
chemioterapia (Ryu et al, 2004).  
Ulteriori ricerche sono quindi necessarie sia per chiarire il significato biologico dei 
polimorfismi di ERCC1 e XPD che la loro relazione con la risposta clinica ai trattamenti 
chemioterapici contenenti platino o suoi derivati. 
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MATERIALI E METODI 
 
4 Criteri di inclusione ed esclusione  
 
I criteri di inclusione necessari per l’arruolamento dei pazienti nello studio sono stati i 
seguenti:  
 • Età > 18 anni  
 • Diagnosi istologica o citologica di NSCLC in stadio IIIA,IIIB non operabile o stadio 
IV, secondo la classificazione clinica TNM  
• Performance status del paziente valutato con i criteri ECOG, compreso tra 0 e 2 (appendice 
1)  
 • Malattia misurabile secondo i criteri RECIST ( appendice 2 )  
 • Adeguata funzionalità midollare (leucociti ≥ 4000/uL, neutrofili ≥ 2000/uL, piastrine ≥ 
100000/uL, emoglobina ≥ 10g/dL), epatica (bilirubinemia ≤ 1.2 mg/dL, transaminasi ≤ 2.5 
volte il limite superiore della norma) e renale (creatininemia ≤ 1.5 mg/dL)  
 • Disponibilità di un prelievo ematico  
 • Consenso informato scritto  
 
I criteri di esclusione sono stati invece i seguenti:  
 • Metastasi cerebrali sintomatiche  
 • Impossibilità logistica ad aderire al protocollo  
 • Stato di gravidanza  
 • Ipersensibilitá nota ai farmaci in studio  
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• Malattie sistemiche gravi concomitanti incompatibili con lo studio (a discrezione     del 
ricercatore) o qualsiasi controindicazione medica al trattamento 
 
 
5 Valutazione pre-trattamento, in corso di terapia e follow-up e durata 
del trattamento  
 
I pazienti, prima di ricevere il trattamento antiblastico, sono stati valutati con accurata 
anamnesi ed esame obiettivo completo. I pazienti sono inoltre stati sottoposti a valutazione 
dei seguenti esami ematochimici: esame emocromocitometrico con formula, glicemia, 
creatininemia, bilirubina, GOT, GPT, GGT, LDH, PAL, proteine totali, albumina; tale 
valutazione ematochimica da eseguirsi entro due settimane dall’arruolamento dei pazienti. I 
pazienti sono infine stati valutati con TC torace ed altri esami strumentali ritenuti necessari 
dallo sperimentatore per definire l’esatta estensione della malattia; tale valutazione 
strumentale da eseguirsi entro quattro settimane dall’arruolamento dei pazienti.  
Durante il trattamento i pazienti sono stati valutati prima di ogni somministrazione di 
chemioterapia attraverso esame clinico completo, valutazione delle eventuali tossicità 
(appendice 3), e valutazione ematochimica comprendente esame emocromocitometrico 
completo e creatininemia. La valutazione della risposta al trattamento è stata effettuata 
effettuata ogni 3 cicli di terapia secondo i criteri RECIST con i seguenti accertamenti: esame 
fisico completo, valutazione ematotochimica comprendente esame emocromocitometrico con 
formula, glicemia, creatininemia, bilirubina, GOT, GPT, GGT, LDH, PAL, proteine totali, 
albumina, ed infine valutazione strumentale delle sedi di malattia.  
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Il trattamento è stato proseguito fino a completamento dei 6 cicli di terapia oppure 
progressione di malattia o tossicità inaccetabile o rifiuto da parte del paziente.  
Dopo il completamento della terapia i pazienti sono stati sottoposti ogni 3 mesi a valutazione 
dello stato di salute e del quadro di malattia attraverso esame fisico completo, esami 
ematochimici comprendenti esame emocromocitometrico con formula, glicemia, 
creatininemia, bilirubina, GOT, GPT, GGT, LDH, PAL, proteine totali, albumina, esami 
strumentali di valutazione delle sedi di malattia.  
 
6. Metodologia di laboratorio 
 
6.1.1 Estrazione del DNA genomico dal sangue periferico 
 
Ai pazienti inclusi nello studio dello SNP di CDA è stato effettuato un singolo prelievo 
ematico venoso periferico da 5 ml. Il prelievo è stato preferibilmente eseguito prima che il 
paziente cominciasse la terapia antiblastica. I campioni di sangue, così ottenuti, sono stati 
conservati a -20° C per un periodo di tempo massimo di 10 giorni prima procedere 
all’estrazione del DNA. Al momento dell’estrazione i campioni sono stati mantenuti a 
temperatura ambiente fino a completo scongelamento.  
L’estrazione del DNA è stata eseguita mediante il QIAamp
® 
DNA Mini Kit (Qiagen, CA, 
USA); tale metodica ha inizio con la preparazione di 20 µl di QIAGEN Proteasi (o Proteasi 
K) sul fondo di una provetta da microcentrifuga da 1,5 ml, segue l’aggiunta di 200 µl di 
sangue intero. Nel caso in cui il volume del campione ematico sia inferiore a 200 µl è 
necessario aggiungere un appropriato volume di tampone fosfato, phosphate-buffered saline 
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(PBS). Successivamente, nella provetta devono essere addizionati 200µl di tampone di lisi 
(Buffer AL) ed è necessario garantire la formazione di una soluzione omogenea agitando con 
vortex per 15 secondi. A questo punto il campione deve essere incubato a 56° C per 10 
minuti, al fine di assicurare la massima resa di DNA. Terminata l’incubazione, per recuperare 
la quantità di miscela evaporata e depositatasi sulle pareti della provetta è necessario 
centrifugare brevemente il campione. La metodica procede con l’aggiunta di 200 µl di etanolo 
al 100% e con l’agitazione del campione mediante vortex per 15 secondi; quindi, al fine di 
rimuovere le gocce presenti sulle pareti della provetta si sottopone il campione ad una breve 
centrifugata. La miscela, così ottenuta, viene trasferita all’interno dell’apposita provetta 
contenente la colonna QIAamp spin column, ponendo attenzione alla membrana presente sul 
fondo della colonna; si centrifuga, quindi, ad 8000 rpm per 1 minuto. La resina contenuta 
nella colonna trattiene il DNA mentre il filtrato si deposita in una provetta di raccolta che 
deve essere scartata. In seguito la QIAamp spin column viene posizionata in un'altra provetta 
di raccolta e devono essere aggiunti 500µl del tampone di lavaggio AW1. Si procede 
centrifugando a 8000 rpm per 1 minuto, scartando la provetta di raccolta contenete il filtrato e 
posizionando la colonna in un nuovo tubo. Si aggiungono, quindi, 500µl del tampone di 
lavaggio AW2 e si centrifuga a 14000 rpm per 3 minuti scartando il filtrato. La QIAamp spin 
column viene collocata in una provetta da microcentrifuga da 1,5 ml e si aggiungono 200 µl di 
tampone di eluizione, si esegue poi un’incubazione a temperatura ambiente di 5 minuti ed 
infine si centrifuga ad 8000 rpm per 1 minuto. Al termine della centrifugata è possibile 
scartare la colonna e conservare l’eluato, contenente il DNA, a -20° C.  
Per valutare la purezza e la quantità di DNA ottenuto, un volume di 1µl del campione è stato 
diluito in 500 µl di acqua distillata autoclavata e ne è stata misurata l’assorbanza mediante lo 
spettrofotometro UVIKON (Kontron Instruments). Le letture dell’assorbanza sono state 
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effettuate alla lunghezza d’onda di 260 nm, lunghezza alla quale assorbono gli acidi nucleici, 
tenendo conto del fatto che un valore di assorbanza di 1 con un cammino di 1 cm corrisponde 
a 50 µg/ml di DNA a doppia elica ed a 40 µg/ml di DNA a singola elica. Misurando, inoltre, 
l’assorbanza ad una lunghezza d'onda di 280 nm (picco d'assorbanza delle proteine, principale 
contaminante degli estratti) ed effettuando il rapporto tra le rispettive assorbanze a 260 e 280 
nm si può ottenere una stima della purezza del DNA, in genere si considera soddisfacente un 
indice di purezza compreso tra 1,6 e 1,9.  
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6.1.2 Reazione di retrotrascrizione dell'RNA in cDNA 
 
Il cDNA necessario per lo studio con PCR quantitativa è stato ottenuto mediante reazione di 
retrotrascrizione dall'RNA totale estratto dalle cellule con Trizol (Sigma). Per valutare la 
purezza e la quantità di RNA,
 
un volume di
 
10 µl del campione precedentemente disciolto in 
acqua priva di DNasi e RNasi (Gibco), è stato diluito in 500 µl di acqua distillata autoclavata 
e ne è stata misurata l’assorbanza mediante lo spettrofotometro UVIKON (Kontron 
Instruments, Italia). Le letture dell’assorbanza sono state effettuate alla lunghezza d’onda di 
260 e 280 nm, a cui assorbono rispettivamente gli acidi nucleici e le proteine.  
Il rapporto tra la lettura a 260 e a 280 nm ha fornito una stima della purezza dell’acido 
nucleico in soluzione. Sono stati infatti considerati campioni di RNA puro quelli aventi un 
rapporto compreso tra 1,6 e 1,9. 
Poiché una unità di densità ottica corrisponde a 40 µg/ml di RNA a singola elica, la 
concentrazione di RNA nel campione è stata calcolata con la seguente equazione: assorbanza 
a 260 nm × 40 × 500 / 1000.  
Per evitare la degradazione dell’RNA, durante tutte le fasi di preparazione e di estrazione dal 
campione sono sempre stati utilizzati puntali e provette monouso autoclavati. Inoltre, la 
preparazione del campione, così come le successive reazioni di retrotrascrizione e di PCR, è 
stata eseguita in una cappa a flusso laminare. 
La reazione di retrotrascrizione in cDNA, è stata effettuata utilizzando una quantità standard 
di RNA pari a 1 µg, in un volume finale di 100 µl, di cui 47 µl costituiti dal campione di RNA 
ed acqua DNasi-RNasi Free e 53 µl rappresentati dai seguenti reagenti: nucleosidi trifosfato 
(10 mM, 8 µl), esameri random (40 U/µl, 10 µl), trascrittasi inversa ricombinante del 
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retrovirus murino Moloney Murine Leukemia Virus (200 U/µl, 5 µl), tampone contenente 
Tris-HCl 250 mM, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM (5X First-Strand Buffer, 20 µl), inibitore 
delle ribonucleasi (40 U/µl, 5 µl) e dietiltiosulfuro (5 µl). La miscela della reazione è stata 
incubata a 37°C per un’ora nel termociclatore GENEAMP PCR SYSTEM 9700 (Applied 
Biosystems). 
I campioni di cDNA ottenuti con tale reazione sono stati diluiti in un volume totale di 200 µl 
di acqua DNasi-RNasi Free e conservati a una temperatura di -20°C fino al momento 
dell'analisi con la PCR quantitativa. 
 
6.2.  Reazione di amplificazione a catena della polimerasi (PCR) 
 
L’esame sui campioni tumorali polmonari è stato effettuato a partire dal cDNA retrotrascritto 
dall’RNA gentilmente fornito dalla Divisione di Anatomia Patologica e di Medicina di 
Laboratorio dell'Istituto Europeo di Oncologia (IEO, Milano) e ottenuto dalle lesioni tumorali 
di 70 pazienti sottoposti a intervento chirurgico per l'asportazione di tumore polmonare. La 
valutazione dell’espressione genica dei determinanti del meccanismo d'azione di gemcitabina 
e cisplatino è stata effettuata mediante un’analisi di PCR quantitativa utilizzando lo strumento 
ABI PRISM 7900 sequence detection system (Applied Biosystems), che ha permesso lo 
studio contemporaneo delle corrispettive sequenze geniche trascritte a partire dagli mRNA 
provenienti dai campioni cellulari 
Per lo studio di PCR quantitativa di ogni campione sono state preparate 8 provette, una per 
ciascuna sequenza genica da amplificare, compreso il GAPDH e la β-actina, in cui sono stati 
posti 5 µl di cDNA, 12,5 µl di TaqMan Universal PCR Master Mix, 2,5 µl degli specifici 
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primers senso e antisenso, 2,5 µl della corrispettiva sonda e 5 µl di acqua distillata 
autoclavata, in modo da arrivare a un volume finale di 25 µl.  
Il contenuto delle provette, preparato in triplicato per ciascun campione, è posto mediante 
piastre da 96 pozzetti nello strumento AbiPrism 7900HT, che è in grado di riscaldare i 
campioni alle temperature programmate per ciascuna fase dei 50 cicli della reazione di PCR. 
In particolare, la fase di denaturazione è effettuata a 95°C per 15 secondi, mentre quella di 
appaiamento dei primers ed estensione è condotta a 60°C, per 1 minuto.       
Tabella II. Passaggi della reazione di PCR 
CICLO  di PCR (40 cicli) Passaggio Incubazione con UNG  Attivazione 
della AmpliTaq 
Gold  
Denaturazione Estensione 
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C 
Tempo 2 min 10 min 15 sec 1 min 
Volume 25 µL 
 
Per l'analisi quantitativa dell'espressione genica degli enzimi in studio sono stati usati metodi 
comparativi, che richiedono la preliminare attuazione di procedure di calibrazione mediante 
specifiche curve standard. Il cDNA utilizzato per tali curve di calibrazione è stato ottenuto a 
partire dalla retroscrizione di 1 µg dell'RNA di riferimento usato per l'ottimizzazione dei 
primers. La regressione lineare dei valori di ciclo soglia (Ct) ottenuti con diluizioni note di 
tale campione (0,01-0,1-1-10 ng) ha permesso di costruire delle curve di calibrazione per ogni 
determinante in studio e per il GAPDH e la β-actina. Successivamente, con la sottrazione dei 
valori di ciclo soglia registrati per il GAPDH e per la β-actina da quelli osservati per i vari 
enzimi sono state costruite rette per valutare l'eventuale differenza nell'efficienza delle diverse 
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reazioni. Un valore di coefficiente angolare delle rette inferiore a 0,1 dimostra che le 
efficienze di reazione sono praticamente uguali e permette pertanto di utilizzare sia il metodo 
del rapporto con il GAPDH e con la β-actina che il metodo comparativo del ∆∆Ct. 
 
Figura 12: Confronto PCR quantitativa con PCR semiquantitativa 
L'analisi quantitativa dell'espressione genica degli enzimi del meccanismo d'azione di 
gemcitabina e cisplatino nei campioni tissutali è stata effettuata con il metodo comparativo nei 
confronti del GAPDH, utilizzando la seguente formula:               
                                                               ciclo soglia del GAPDH 
espressione dell'enzima in studio = __________________________________________   
                                                           ciclo soglia dell'enzima in studio 
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6.2.1 PCR con discriminazione allelica 
 
Lo studio dello SNP di CDA A79C in tumori polmonari non a piccole cellule è stato condotto 
con la ASO-PCR (allele specific oligonucleotids PCR); questa metodica permette di seguire 
l'amplificazione in tempo reale di diversi stampi direttamente nella stessa provetta. Questa 
possibilità è stata sfruttata nel presente lavoro: sono state disegnate con il programma File 
Builder v. 2.0 (Applied Biosystem) due sonde marcate con due diversi fluorofori (VIC e 
FAM), ciascuna specifica per uno dei due alleli dello SNP da analizzare. Al termine dei cicli 
di amplificazione la discriminazione allelica viene effettuata mediante l’analisi dei dati con il 
software SDS v. 2.1 (Applied Biosystem) che è in grado di distinguere e quantificare il 
segnale di fluorescenza delle sonde VIC e FAM determinando il contenuto allelico presente in 
ciascun campione. In ciascuna provetta sono stati posti 11,875µl di DNA e acqua DNasi e 
RNasi free, 12,5µl di TaqMan Universal PCR Master Mix e 0,625 µl di una miscela 
contenente i primers e le sonde specifiche, in concentrazioni ottimizzate e validate, per un 
volume finale di 25 µl.  
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.  
Figura 13: Rappresentazione schematica di PCR con discriminazione allelica 
6.3 Disegno ed ottimizzazione dei primers  
La scelta dei primers è sicuramente cruciale per il successo e l’efficacia della reazione di 
amplificazione. Durante la reazione di PCR i primers assumono un doppio ruolo: nei primi 
cicli ciascuno di essi funziona da sonda, ovvero “cerca” lungo il genoma la sequenza specifica 
a cui legarsi; dopo che entrambi i primers si sono legati con il corretto orientamento e, quindi, 
hanno selezionato la regione da amplificare, agiscono da “vettori” dell’amplificazione. I 
primers vengono generalmente costruiti per sintesi a partire da deossinucleotidi trifosfati. In 
passato la fase più critica della sintesi chimica era rappresentata dalla preparazione dei 
reagenti e dei nucleotidi trifosfati “protetti”. Attualmente tali reagenti sono disponibili in 
commercio e possono essere utilizzati sistemi di sintesi completamente automatizzati 
(sintetizzatori di oligonucleotidi) in grado di produrre oligonucleotidi con la sequenza 
desiderata. Su ordinazione, inoltre, è possibile far sintetizzare gli oligonucleotidi da ditte 
chimico-farmaceutiche. Il requisito fondamentale per considerare un set di primers ottimale è 
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la capacità di ibridare in modo efficiente e specifico alla sequenza di interesse, con 
un’ibridazione trascurabile nei confronti di altre sequenze presenti nel campione. 
Per ottenere un buon risultato occorre definire 2 primers convergenti di 18-25 paia di basi che 
siano il piu’ specifici possibili, che riconoscano 1 solo target nel genoma e che non siano 
disegnate all’interno di regioni ripetute. 
Nel disegno dei primers i parametri da tenere sotto controllo sono essenzialmente 2: la 
temperatura di melting e la formazione di strutture secondarie.  
Per tenere sotto controllo la Tm la concentrazione di GC all’interno dei primers deve essere 
compresa tra il 45 e il 50%; per evitare invece che i primers, durante la reazione, si 
assemblino in strutture secondarie che impediscono, o limitano, la reazione, si devono seguire 
alcuni accorgimenti:  
1) evitare distribuzioni di sequenza inusuali (come una serie di purine o di pirimidine ), che 
potrebbero dare origine a “mispriming” (errori di appaiamento dei primers); 
2) i primers non dovrebbero contenere sequenze palindromiche o strutture simili a “loop” 
(anse) o “hairpin” (cioe’ forcine): è consigliabile, se possibile, valutare le potenziali strutture 
secondarie, utilizzando come detto, appropriati programmi per computer; 
3) le estremità 3’ dei due primers non devono essere fra loro complementari per evitare la 
formazione dei cosiddetti “dimeri”. 
 
6.3.1  Primers per la PCR 
 
Le coppie di primers e le sonde per gli enzimi in studio (deossicitidina chinasi, 5'-nucleotidasi 
e citidina deaminasi) sono state selezionate sulla base delle sequenze geniche rese disponibili 
da GeneBank, utilizzando l'apposito software Primer Express. 
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Il gene che codifica per la deossicitidina chinasi si estende per più di 43 kilobasi sul 
cromosoma 4, nel segmento 4q13.1-4q21.1, e la regione codificante è composta da 7 esoni di 
lunghezza compresa fra 90 e 1544 coppie di basi (Song et al., 1993). La conoscenza dell'esatta 
posizione degli esoni nella sequenza del cDNA (1-250; 251-366; 367-560; 561-708; 709-824; 
825-915; 916-2460) ha permesso di ideare una coppia di primers localizzati rispettivamente 
nel secondo esone (311-331) e a cavallo fra il secondo ed il terzo esone (355-382), mentre la 
sonda è stata disegnata su un filamento intermedio, interamente compreso nel secondo esone 
(334-354) (Figura 14). 
Il gene che codifica per la citidina deaminasi è invece localizzato sul cromosoma 1, nel 
segmento 1.p35-1.p36.2, per una lunghezza di circa 31 kilobasi, ed è costituito da 4 esoni, di 
dimensioni pari rispettivamente a 189, 112, 58 e 450 paia di basi  (Demontis et al., 1998). Gli 
esoni 1 e 2 sono separati da un introne di lunghezza pari approssimativamente alla metà 
dell'intero gene ed il primer senso utilizzato per valutare l'espressione di tale gene è stato 
disegnato proprio a cavallo della giunzione fra questi esoni (231-255), mentre il primer 
antisenso (273-291) e la sonda (257-261) sono complementari a filamenti compresi nel 
secondo esone (Figura 14). Non essendone stata ancora descritta la precisa struttura genica, i 
primers per l'esame dell'espressione dell'enzima 5'-nucleotidasi sono stati invece disegnati 
sulla base dell'mRNA che codifica per tale proteina citosolica (Oka et al., 1994) (Figura 14). 
Il gene che codifica per ERCC1 è localizzato sul cromosoma 19 nel segmento 19.q13.2-q13.3 
per una lunghezza di 14 Kb. 
Il gene che codifica per RRM1 si trova sul cromosoma 11, nel segmento p15.5-15.4 ed è 
lungo 44 Kb, mentre il gene di RRM2 è localizzato sul cromosoma 2, sul segmento p25-p24 
ed è lungo 9 Kb. 
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Il gene di hENT1 è localizzato infine sul cromosoma 6 nel segmento p21.2-p21.1 ed è lungo 
14 Kb. 
Le sequenze dei primers e delle sonde così disegnate sono state sintetizzate dalla Applied 
Biosystems, che ha fornito i rispettivi valori di concentrazione dei primers in acqua distillata: 
 
deossicitidina chinasi (primer senso, F) = 162 µM 
deossicitidina chinasi (primer antisenso, R) = 147 µM 
 
citidina deaminasi (primer senso, F) = 203 µM  
citidina deaminasi (primer antisenso, R) = 177 µM  
 
5'-nucleotidasi (primer senso, F) = 300 µM  
5'-nucleotidasi (primer antisenso, R) = 167 µM  
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Figura 14. Porzioni delle sequenze geniche di deossicitidina chinasi, citidina deaminasi e 
endo-5'-nucleotidasi su cui sono stati disegnati i primers senso (freccia blu), antisenso 
(freccia rossa) e la sonda (testo verde) 
 
Le corrispettive sonde sono tutte alla concentrazione 2,5 µM e hanno un "reporter" con 
marcatore di fluorescenza FAM all'estremita 5' e un "quencher" non fluorescente MGB 
(Minor Groove Binding) all'estremità 3'.  
Nello studio con la PCR quantitativa le sonde sono state utilizzate alla concentrazione di 250 
nM, mentre, per identificare le concentrazioni dei primers ottimali per tale reazione, sono 
state effettuate reazioni preliminari di PCR con  cDNA proveniente dall'RNA di riferimento 
estratto a partire da 10 diverse linee cellulari tumorali umane (Quantitative PCR Human 
Reference Total RNA, Stratagene), utilizzando i primers senso e antisenso di ciascun enzima 
in concentrazioni pari a 300 e 900 nM, in tutte le diverse combinazioni possibili (Tabella III). 
 
241 gggaacatcg ctgcagggaa gtcaacattt gtgaatatcc ttaaacaatt gtgtgaagat tgggaagtgg
311  ttcctgaacc tgttgccaga tggtgcaatg ttcaaagtac tcaagatgaa tttgaggaac ttacaatgtc tcagaaaaat 
391 ggtgggaatg ttcttcagat gatgtatgag aaacctgaac gatggtcttt taccttccaa acatatgcct gtctcagtcg 
Deossicitidina chinasi
1511 cttcagggct gcccatgtct tgatgcctca tgaatcaacg gtggagcaca cacacgtaga tatcaatgag atggagtctc
1591 ctcttgccac ccggaaccgc acatcagtgg atttcaaaga cactgactac aagcggcacc agctgacacg gtcaattagt
1671 gagattaaac ctcccaacct cttcccactg gccccccagg aaattacaca ctgccatgac gaagatgatg
Endo-5’-nucleotidasi
Citidina Deaminasi
231 ttcaaaggt gcaacataga aaatgcctgc tacccgctgg gcatctgtgc tgaacggacc gctatccaga
161 gaagtcagcc tactgcccct acagtcactt tcctgtgggg gctgccctgc tcacccagga ggggagaatc
301 aggccgtctc agaagggtac aaggatttca gggcaattgc tatcgccagt gacatgcaag atgattttat
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Tabella III. Schema delle concentrazioni utilizzate per l'ottimizzazione dei primers 
Concentrazioni Primer antisenso (nM) 
Primer senso (nM) 300 900 
300 300/300 300/900 
900 900/300 900/900 
 
Infine, i primers e la sonda per l’analisi dell’espressione genica delle due subunità 
dell’enzima ribonucleotide reduttasi (RRM1) e (RRM2), per l’Excision Repair Cross 
Complementing del gruppo 1 (ERCC1) e per il traportatore nucleosidico hENT1, così come 
quelli per la proteina gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH) e della β- actina, 
utilizzate come riferimento interno, sono stati acquistati nella categoria di prodotti “Assays 
on Demand” (Applied Biosystems), che comprende coppie di primers e sonde ottimizzate 
dalla ditta fornitrice stessa: 
 
RRM1, codice dell’assay = Hs00168784 
RRM2 codice dell’assay =  Hs0035724 
hENT1 codice dell’assay = Hs00191940 
ERCC1 codice dell’assay = Hs 00157415 
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6.3.2 Primers per l’analisi degli SNPs 
 
Le coppie di primers e le sonde utilizzate per la genotipizazione dei polimorfismi del gene 
oggetto di studio (CDA) sono state fornite dalla Applyed Biosystem.  
Il gene che codifica per la citidina deaminasi è localizzato sul cromosoma 1, nel segmento 
1.p35-1.p36.2. A livello dell’esone 1 si trova il polimorfismo A79C che determina la 
sostituzione amminoacidica lisina> glutammina nella sequenza proteica. 
La coppia dei primers utilizzata è stata:  
 • primer senso=GCAGCTGCTGGTTTGCT  
 • primer antisenso=CCCCACAGGAAAGTGACTGTAG  
 
per lo studio di questo polimorfismo le sonde sono state cosi’ disegnate:  
 • sonda VIC=AGGCCAAGAAGTCA (allele wild-type)  
• sonda FAM=AGGCCAAGCAGTCA (allele mutato)  
 
7. Valutazioni statistiche 
L’obiettivo di questo studio è quello di valutare la correlazione tra la presenza di mutazioni a 
livello del singolo nucleotide o dell’espressione genica, di geni coinvolti nel meccanismo 
d’azione del cisplatino e della gemcitabina rispettivamente con la risposta al trattamento 
chemioterapico e con il tipo istologico di neoplasia.  
Per lo SNP di CDA e’ stata stabilita la condizione di etero o omozigosi, e tali risultati sono 
stati messi in relazione ai seguenti parametri: risposta al trattamento, sopravvivenza e 
tossicità.  
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Il confronto tra le percentuali di risposte obiettive è stato effettuato mediante il Test χ
2 
di 
Pearson.  
Il tempo alla progressione è stato calcolato dalla data di inizio del trattamento chemioterapico 
fino alla data della documentata progressione di malattia; la sopravvivenza è stata calcolata 
dalla data di inizio del trattamento chemioterapico alla data di decesso avvenuta per qualsiasi 
causa. Le curve del tempo alla progressione e della sopravvivenza sono state disegnate 
secondo il metodo Kaplan- Meier.  
Il confronto tra le curve del tempo alla progressione e della sopravvivenza è stato effettuato 
secondo il Log-Rank test. E’ stata considerata significativa una P<=0,05.  
 
Per quanto riguarda lo studio dell’espressione genica dei determinanti molecolari coinvolti nel 
meccanismo d’azione della gemcitabina e del cisplatino sono state eseguite analisi univariate 
e multivariate. È stata verificata la distribuzione delle frequenze degli istotipi in base alle sedi 
tumorali mediante Test di Fisher; con il test di Wilcoxon sono stati analizzati i markers 
confrontando le espressioni geniche a livello di sede tumorale e a seconda dell’istotipo del 
campione. Con la correlazione di Spearman sono stati analizzate le evantuali correlazioni dei 
livelli di espressione dei vari determinanti in studio in base all’origine istologica 
normalizzandoli sia per la β actina che per il GAPDH. Infine sono state fatte analisi 
multivariate per tutti markers normalizzati anche in questo caso per entrambi gli 
housekeeping utilizzati. 
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RISULTATI 
 
8. Validazione della PCR quantitativa 
 
Per l'analisi quantitativa dell'espressione genica dei determinanti in studio è stato usato un 
metodo comparativo che ha richiesto la preliminare attuazione di procedure di calibrazione 
mediante specifiche curve standard. Il cDNA utilizzato per tali curve di calibrazione è stato 
ottenuto a partire dalla retroscrizione di 1 µg dell'RNA di riferimento (Stratagene, USA) usato 
per l'ottimizzazione dei primers. La regressione lineare dei valori di ciclo soglia (Ct) ottenuti 
con diluizioni note di tale campione (0,01-0,1-1-10 ng) ha permesso di ricavare delle 
specifiche rette di regressione per ogni determinante in studio e per il GAPDH. In tali rette i 
valori di y corrispondono ai Ct mentre i corrispettivi valori sulle ascisse sono calcolati con il 
logaritmo in base 10 delle diluizioni di cDNA ottenute a partire dalla retrotrascrizione 
dell'RNA di riferimento. 
Tali coefficienti angolari si avvicinano a quello della curva standard ottimale, che è pari a -
3,32 per un'efficienza della reazione di PCR del 100%. Inoltre le rette di tutti i determinanti 
hanno un elevato coefficiente di correlazione (R2>0,9), che indica che le funzioni che 
definiscono tali rette possono essere considerate accettabili per un'analisi quantitativa. 
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Figura 15. Grafico della reazione di PCR quantitativa e retta di regressione lineare dei 
valori di ciclo soglia (Ct) in relazione a diluizioni seriali di cDNA per RRM1 
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Tabella IV. Rette di regressione lineare e valori di correlazione degli enzimi 
deossicitidina chinasi (dCK), 5'-nucleotidasi (5'-NT), citidina deaminasi (CDA 
ribonucleotide reduttasi subunità 1 e 2 (RRM1 e RRM2), gliceraldeide-3-fosfato 
deidrogenasi (GAPDH) e trasportatore nucleosidico di tipo equilibrativo 1 (hENT1) 
 
 
Determinanti Retta di regressione Correlazion
e (R2) 
dCK Y = -3,0574 x + 30,821 0,9618 
5'-NT Y = -3,7471 x + 32,924 0,9447 
CDA Y = -3,5222 x + 34,05 0,9623 
RRM1 Y = -3,1171 x + 28,232 0,9996 
RRM2 Y = -3,2425 x + 28,957 0,9992 
hENT1 Y = -2,9875 x + 32,511 0,9881 
GAPDH Y = -3,3201 x + 23,964 0,9943 
 
Tali risultati, essendo inferiori a 0,1 e migliori di 0,95 (R2), hanno dimostrato che l'efficienza 
delle reazioni di PCR quantitativa è uguale in tutti i diversi sistemi in esame ed è pertanto 
possibile utilizzare la formula del ∆∆Ct per calcolare la quantità relativa del determinante in 
studio nei vari campioni, senza dover preparare curve di calibrazione di riferimento nella 
stessa piastra durante ogni procedura sperimentale. 
 
9. Caratteristiche dei pazienti dello studio dell’espressione genica di 
determinanti coinvolti nel meccanismo di azione della gemcitabina e del 
cisplatino 
 
Lo studio condotto in collaborazione con lo IEO ha arruolato invece 68 pazienti. L’età media 
del campione analizzato è di 63,3 anni con un range che va dai 42 agli 87 anni; il numero 
delle pazienti di sesso femminile è di 19 contro i 49 di sesso maschile; il 32,3% del campione 
presenta un tumore polmonare tra lo stadio Ia e IIa, il 36,6% è allo stadio IIIa, il 13,2% al IIIb 
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e il 2,9% presenta un tumore allo stadio IV (tabella V). Per quanto riguarda l’istotipo del 
tumore, 43 pazienti hanno adenocarcinoma, 22 squamocarcinoma e 4 presentano tumore a 
grandi cellule (tabellaVI). 
In 14 pazienti è stata effettuata anche un’analisi a partire dai tessuti parenchimali polmonari 
non tumorali, isolati per microdissezione laser presso l’Anatomia Patologica dell’IEO. 
 
Tabella V: descrizione dei pazienti arruolati per lo studio dei determinanti molecolari 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
media Min Max 
Età 63,3 42 87 
 
 N° tot N° % 
Sesso Femmine 19 28 
 
Maschi 49 72 
TNM Stadio Ia 9 13,2 
 
Stadio Ib 10 14,7 
 Stadio IIa 3 4,4 
 Stadio IIb 10 14,7 
 Stadio IIIa 25 36,8 
 Stadio IIIb 9 13,2 
 Stadio IV 2 2,9 
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Tabella VI: Distribuzione della frequenza degli istotipi analizzati 
  
 
 Grandi cellule Adeno Squamo Totale 
Tumore primario 3 29 17 49 
 (41,4%) 
 
(24,3%) (70%) 
Linfonodo 15 5 21 
 (21,4%) (7,1%) (30%) 
Totale 44 22  
 (62,9%) (31,4%) 70 
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10. Espressione genica 
 
Per il primo studio è stata effettuata un’analisi dell’espressione genica dei determinanti 
molecolari coinvolti nell’attività di gemcitabina e cisplatino ed in particolare sono stati 
analizzati i geni di CDA, dCK, 5’NT, hENT1, RRM1, RRM2 e ERCC1 e in base alla 
variabilità genetica riscontrata tra i 70 pazienti analizzati emerge una possibile suddivisione di 
questi a seconda del loro genotipo per ottimizzare la risposta al farmaco (Figura 16).  
L'espressione genica di dCK, RR1, RR2 e hENT1 rispetto alla beta-actina è risultata 
significativamente diversa nei tessuti normali e in quelli tumorali (p<0.05) ed è stata osservata 
anche una significativa variabilità nell'espressione genica di hENT1 e CDA tra i tumori 
primari e quelli metastatici; in  particolare, l'espressione genica media di CDA nei tumori 
primari oscilla tra 1.051±0.018 mentre nei tumori metastatici tale espressione è compresa tra 
0.993±0.013 con un p=0,0131. Dalle analisi in rapporto al GAPDH è emersa sia una 
differenza significativa nei livelli di espressione genica di 5’-NT e RR1 nei tessuti tumorali e 
quelli normali che una significativa variabilità (p<0.05) per i valori di 5’-NT in tumori con 
diverso istotipo. In particolare 5’-NT risulta avere livelli di espressione maggiori nel 
carcinoma di tipo squamoso rispetto all’adenocarcinoma.  
Tutti dati relativi all’espressione genica dei determinanti coinvolti nel meccanismo di azione 
della gemcitabina sono riportati nella Tabella VII e VIII, mentre i dati relativi all’espressione 
genica di ERCC1 sono descritti nella tabella IX e X. 
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Tabella VII: Statistica dell’espressione dei determinanti di gemcitabina rispetto alla β-
actina 
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Tabella VIII: Statistica dell’espressione dei determinanti di gemcitabina rispetto al 
GAPDH 
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Tabella IX: Statistica dell’espressione di ERCC1 normalizzato alla β-actina 
  
 
 
 
 
Tabella X: Statistica dell’espressione di ERCC1 normalizzato al GAPDH 
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Figura 16: Valori di cicli soglia dei determinanti molecolari di gemcitabina e cisplatino 
nei campioni tumorali NSCLC 
 
 
11. Caratteristiche dei pazienti dello studio sui polimorfismi  
 
Per lo studio degli SNPs di CDA e RRM1 sono stati arruolati inizialmente 62 pazienti della 
U.O di Oncologia Medica di Livorno e in seguito 258 pazienti affetti da NSCLC avanzato o 
metastatico, sottoposti a trattamento chemioterapico di prima linea presso la U.O. di 
Oncologia Medica di Torino. 
In particolare dal gennaio 2005 al giugno 2006 sono stati arruolati 62 pazienti affetti da 
NSCLC avanzato o metastatico, sottoposti a trattamento chemioterapico di prima linea presso 
la U.O. di Oncologia Medica di Livorno; 38 pazienti (61,3%) sono stati trattati con un regime 
polichemioterapico contenente cisplatino e gemcitabina; 24 pazienti (38,7%), di età superiore 
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ai 70 anni, e ritenuti non suscettibili di un trattamento a base di platino, e/o in condizioni 
generali scadute con un Performance Status ECOG (PS) 2, hanno ricevuto una 
monochemioterapia a base di gemcitabina (tabella XI).  
Tabella XI: Caratteristiche dei pazienti 
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12. Caratteristiche genotipiche 
 
Dall’analisi dello SNP CDA A79C, emerge che 22 pazienti avevano il genotipo wild-type AA 
(Lys/Lys), 32 avevano il genotipo mutato in condizione di eterozigosi CA (Lys/Gln), 8 il 
genotipo mutato in condizione di omozigosi CC (Gln/Gln).  
La frequenza delle varianti genotipiche wild-type, mutato in eterozigosi e mutato in 
omozigosi per lo SNP CDA A79C nei pazienti trattati con cisplatino e gemcitabina era 
rispettivamente del 42,1%, 47,4% e 10,5% e del 25%, 58,3% e 16,7% nel gruppo di pazienti 
sottoposti a monochemioterapia.  
 
Tabella XII: Caratteristiche genotipiche dei pazienti 
 
 Genotipo Aminoacido N 
(%) 
CDA 
79 
AA Lys/Lys 22 
(35,5) 
 CA Lys/Gln 32 
(51,6) 
 CC Gln/Gln 8 
(12,9) 
 
 
13. Valutazione risposta, efficacia e tossicità  
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Sul totale di 62 pazienti trattati, abbiamo osservato 21 (33,9%) risposte parziali (RP), 22 
(35,5%) stabilità di malattia (SD) e 19 (30,6%) progressioni. Il tasso di risposte obiettive è 
risultato superiore nei pazienti trattati con polichemioterapia (47,4%) rispetto a quelli trattati 
con sola gemcitabina (12,5%). Il tempo alla progressione di malattia (TTP) è risultato 
mediamente di 7 mesi, con il 74,2% dei pazienti progrediti all’ultimo follow up, e la 
sopravvivenza mediana (MS) è stata di 10 mesi, con il 50% dei pazienti deceduti  
Tra i pazienti trattati con cisplatino e gemcitabina il TTP è stato di 8 mesi e la MS di 14 mesi, 
mentre tra i pazienti che hanno ricevuto monoterapia abbiamo registrato un TTP di 5 mesi e 
una MS di 10 mesi.  
Trentadue pazienti (51,6%) hanno ricevuto dopo progressione di malattia un trattamento di 
seconda linea che è stato effettuato con chemioterapia (docetaxel o pemetrexed) in 25 pazienti 
e con inibitori della tirosin chinasi dell’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (gefitinib 
o erlotinib) in 7 pazienti; 11 pazienti (17,8%) sono stati sottoposti a trattamento di terza linea 
con questi ultimi farmaci.  
Il trattamento chemioterapico è stato nel complesso ben tollerato; abbiamo registrato tossicità 
di grado uguale o superiore a 3 (G≥3) (secondo la scala NCI-CTC) in 21 pazienti, 4 trattati 
con gemcitabina e 17 con l’associazione di cisplatino e gemcitabina; in particolare sono stati 
riscontrati 10 casi di piatrino penia (8 di grado 3 e 2 di grado 4), 9 neutropenie (4 di grado 3 e 
5 di grado 4), 2 anemie G3, 2 nausea/vomito G3, 2 astenie G3, 1 caso di diarrea G3. Non sono 
state registrate morti tossiche.  
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14. Correlazione tra genotipo e attività ed efficacia del trattamento 
chemioterapico  
 
L’analisi delle risposte obiettive ottenute nei pazienti valutati per il polimorfismo CDA A79C 
ha mostrato una differenza statisticamente significativa tra i pazienti con genotipo wild-type e 
quelli con genotipo mutato: sono state infatti registrate 14 RP (63,6%) nei 22 pazienti 
omozigoti AA (Lys/Lys) e 7 RP (17,5%) nei 40 pazienti mutati (P=0,0002); in particolare 6 
RP (18,7%) sono state riportate nei 32 pazienti con variante allelica eterozigote CA (Lys/Gln) 
e 1 (12,5%) tra 8 pazienti con variante allelica omozigote CC (Gln/Gln) (figura 17).  
 
 
Figura 17: Confronto risposte obiettive in relazione al genotipo di CDA A79C nei 62 
pazienti  
 
Analizzando le risposte obiettive nei due diversi sottogruppi (38 pazienti trattati con regime 
polichemioterapico e 24 con regime monochemioterapico), la differenza statisticamente 
significativa tra pazienti con genotipo wild-type e genotipo mutato si è mantenuta nel 
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sottogruppo che ha ricevuto cisplatino e gemcitabina (P=0,0004) (figura 18); tale differenza 
non è stata invece osservata nel gruppo dei pazienti che ha ricevuto la sola gemcitabina, 
sebbene tale dato possa essere correlato con la minore numerosità del campione, in particolare 
per quanto riguarda il genotipo AA rappresentato da soli 6 pazienti.  
Per quanto riguarda la tossicità, i pazienti con polimorfismo non mutato hanno mostrato 
un’incidenza superiore di eventi avversi, da correlarsi probabilmente alla maggiore sensibilità 
alla gemcitabina che si riflette d’altra parte anche nella maggiore attività ottenuta con tale 
trattamento in questo gruppo di pazienti: tossicità, ematologica e non, di grado uguale o 
superiore a 3 secondo i criteri NCI-CTC è stata infatti registrata nel 72,3% dei casi rispetto al 
25% registratosi nel gruppo di pazienti con variante allelica mutata, sia etero che omozigote 
(p<0,0001).  
 
 
Figura 18: Confronto risposte obiettive in relazione al genotipo di CDA A79C nei 38 
pazienti trattati con cisplatino+gemcitabina 
 
Il trattamento chemioterapico è risultato inoltre più efficace nei pazienti con genotipo wild-
type: il tempo alla progressione è risultato infatti pari a 11 mesi rispetto a 5 mesi registrato nei 
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pazienti con genotipo mutato (P=0,0051) (figura 19); la sopravvivenza mediana non è invece 
risultata significativamente differente tra i pazienti non mutati ed il gruppo di pazienti con 
genotipo mutato (P=0,1008).  
 
Figura 19: Confronto tempo alla progressione in relazione al genotipo di CDA A79C nei 
62 pazienti globali 
 
Analizzando le differenze in TTP e OS nel sottogruppo di pazienti trattato con 
polichemioterapia, è stata osservata una differenza statisticamente significativa a favore del 
genotipo wild-type. Il confronto tra il gruppo di pazienti con genotipo non mutato ed il gruppo 
con genotipo mutato, sia etero che omozigote, mostra una superiorità del primo gruppo con 
P=0,0039 per quanto riguarda il TTP (figura 20) e con P=0,0138 per quanto riguarda la OS 
(figura 21).  
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Figura 20: Confronto tempo alla progressione in relazione al genotipo di CDA A79C nei 
38 pazienti trattati con cisplatino+gemcitabina 
  
 
Figura 21: Confronto sopravvivenza mediana al genotipo di CDA A79C nei 38 pazienti 
trattati con cisplatino+gemcitabina 
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I dati delle correlazioni descritte sono riportati nella tabella XIII e XIV.  
Tabella XIII: Correlazione tra CDA A79C attività, efficacia e tossicità nei 62 pazienti 
totali trattati con Gemcitabina + cisplatino. 
 
 
 
 
Tabella XIV: Correlazione tra CDA A79C attività e efficacia nei 38 pazienti trattati con 
Gemcitabina + cisplatino. 
 
 
 
 
 95 
DISCUSSIONE 
 
La maggior parte dei pazienti affetti da NSCLC presenta alla diagnosi una malattia in fase 
avanzata, per la quale il trattamento chemioterapico rappresenta lo standard di riferimento. La 
definizione del migliore trattamento chemioterapico per questo subset di pazienti rappresenta 
pertanto una delle sfide principali della ricerca in oncologia.  
Con l’avvento dei regimi di terza generazione, il trattamento del NSCLC avanzato sembra 
aver raggiunto negli ultimi anni un plateau. Non ci sono infatti chiare dimostrazioni di 
superiorità di un regime di ultima generazione rispetto ad un altro; tra questi l’associazione 
cisplatino e gemcitabina rappresenta uno dei regimi standard più utilizzati in considerazione 
del favorevole rapporto costo-beneficio.  
Un possibile approccio per migliorare i risultati del trattamento chemioterapico in termini di 
attività ed efficacia consiste nell’individuare dei parametri predittivi che ci consentano di 
selezionare il miglior trattamento per il singolo paziente.  
Tra i vari parametri predittivi valutabili, un crescente interesse è stato rivolto a quelli di 
carattere genetico, anche grazie all’avvento di nuove tecniche di biologia molecolare e al 
sequenziamento del genoma umano che ha dato nuovo impulso a studi di farmacogenetica e 
farmacogenomica.  
È dunque utile indagare sia sulle espressioni geniche di determinanti molecolari, implicati nel 
meccanismo d’azione della gemcitabina e del cisplatino, che su polimorfismi riguardanti tali 
determinanti, al fine di selezionare i pazienti con NSCLC in base alle loro caratteristiche 
genotipiche per poter così perfezionare la risposta al trattamento chemioterapico effettuato. 
Per quanto riguarda il primo studio effettuato per questo lavoro di tesi la variabilità genetica 
tra i 70 pazienti analizzati suggerisce una possibile suddivisione di questi in base al loro 
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genotipo per ottimizzare la risposta al farmaco. E’ stata riscontrata in particolare una 
significativa variabilità nell’espressione genica di CDA tra i tumori primari e quelli 
metastatici. Inoltre i valori di espressione di 5’-NT sono risultati significativamente più alti 
nello squamocarcinoma rispetto all’adenocarcinoma. 
Per quanto riguarda lo studio sul polimorfismo CDA A79C, i nostri risultati indicano un 
vantaggio in favore del genotipo wild-type AA, sia in termini di risposte obiettive che in 
termini di sopravvivenza al trattamento chemioterapico contenente gemcitabina più o meno 
associata a cisplatino.  
Confrontando le risposte obiettive, ottenute nei 62 pazienti totali, è stata osservata una 
differenza statisticamente significativa in favore del gruppo di pazienti wild-type (AA) 63,6% 
rispetto al gruppo di pazienti mutati (AC+CC) 17,5% (P=0,0002). Ad un analisi per 
sottogruppi, la differenza si è mantenuta significativa nei 38 pazienti trattati con 
polichemioterapia contenente cisplatino e gemcitabina: nel genotipo AA è stata osservata una 
percentuale di risposte obiettive del 81.2% mentre nei genotipi mutati tale percentuale scende 
a 22,7% (P=0,0004). Questa differenza in percentuali di risposte obiettive non è stata 
osservata nei 24 pazienti trattati in monochemioterapia.  
Una possibile spiegazione di questa osservazione potrebbe essere ricercata in un maggiore un 
sinergismo tra gemcitabina e cisplatino nel genotipo wild-type (AA) rispetto agli altri 
genotipi. Da sottolineare che l’azione sinergica tra gemcitabina e cisplatino è già stata 
dimostrata in diversi studi preclinici. Questa ipotesi rappresenta il presupposto per futuri studi 
confermatori da condurre sia in vitro che in vivo.  
Il basso numero di pazienti con genotipo wild-type trattati in monochemioterapia non 
consentono di tracciare conclusioni definitive riguardo alla correlazione tra risposte alla sola 
gemcitabina e genotipo.  
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Il genotipo wild-type ha inoltre presentato un vantaggio statisticamente significativo rispetto 
al genotipo mutato in termini di tempo alla progressione sia nel gruppo di 62 pazienti 
globalmente arruolati (11 mesi verso 5 mesi; P= 0,006). 
La forte correlazione osservata tra il polimorfismo CDA A79C e risposta al trattamento, 
tempo alla progressione e sopravvivenza, ci induce a pianificare studi prospettici 
confermatori. Al momento è in corso un ulteriore studio riguardante sia lo SNP di CDA A79C 
sia lo SNP di RRM1 G2464A, su un campione complessivo di 248 pazienti le cui 
caratteristiche genotipiche sono riassunte nella tabella XV. Le analisi di correlazione clinica 
sono attualmente in fase di elaborazione. 
 
Tabella XV: Distribuzione dei genotipi per CDA A79C e RRM1 G2464A 
 
Genotipo CDA N % Genotipo RRM1 N % 
AA 91 35,27 GG 227 87,98 
AC 128 49,61 GA 22 8,53 
CC 39 15,12 AA 9 3,49 
 258 100  258 100 
 
In conclusione i risultati del nostro studio evidenziano come l’approccio farmacogenetico al 
trattamento dei tumori, ed in particolare al tumore polmonare non a piccole cellule, può 
rappresentare una interessante ed innovativa linea di ricerca nel definire il miglior trattamento 
chemioterapico da offrire al singolo paziente.  
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APPENDICI 
 
APPENDICE I: scala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) per la 
valutazione del performance status  
0: In grado di svolgere le attività normali senza restrizioni  
1: Presenta restrizioni alle attività fisiche strenue, ma deambula ed è in grado di svolgere 
attività lievi o sedentarie,quali lavori domestici  
2: Deambula, è autosufficiente, ma non può svolgere attività lavorative; in piedi per più 
del 50% del tempo  
3: Appena autosufficiente, allettato o seduto per più del 50% del tempo  
4: Completamento disabile; non autosufficiente; sempre allettato o seduto  
5: Deceduto  
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APPENDICE II: criteri RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors ) per 
la valutazione della risposta  
Elegibilità 
 
Solamente pazienti con malattia misurabile al momento della valutazione basale sono stati 
inseriti nello studio, il cui obiettivo primario è la valutazione della risposta obiettiva del 
tumore.  
Malattia misurabile: si ha quando è presente almeno una lesione misurabile. Se la 
malattia misurabile è ristretta ad una lesione solitaria, la sua natura neoplastica deve essere 
confermata con una indagine istologica/citologica.  
Lesioni misurabili: sono quelle lesioni che possono essere misurate accuratamente in 
almeno una dimensione e il cui diametro maggiore sia > 20 mm se valutate con le 
metodiche radiologiche tradizionali o > 10 mm se valutate con la TAC spirale.  
Lesioni non-misurabili: sono tutte le lesioni che non rientrano nel criterio suddetto: 
lesioni aventi diametro maggiore inferiore a 20 mm se valutate con le metodiche 
radiologiche tradizionali o inferiore a 10 mm se valutate con la TC spirale, lesioni 
scheletriche, lesioni meningee, ascite, versamento pleurico, versamento pericardico, 
carcinoma infiammatorio della mammella, linfangite carcinomatosa (cutanea o 
polmonare), lesioni cistiche ed anche masse addominali che non siano state confermate da 
metodiche di diagnostica per immagini.  
 
La valutazione delle lesioni deve essere effettuata utilizzando regoli o calibri e le 
misurazioni devono essere riportate utilizzando il sistema metrico decimale.  
La valutazione basale delle dimensioni di una lesione deve essere fatta entro 4 settimane 
prima dell’inizio del trattamento chemioterapico.  
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Le lesioni dovrebbero essere sempre valutate con la stessa metodica diagnostica durante 
tutto il trattamento.  
Le lesioni apprezzabili all’esame clinico sono considerate misurabili solo se superficiali 
(ad es. noduli cutanei e linfonodi palpabili).  
Metodi di Misurazione 
 
TC e RMN sono attualmente le migliori metodiche disponibili e riproducibili per misurare 
le lesioni target selezionate per la valutazione della risposta. TC convenzionale e RMN 
dovrebbero essere effettuate con scansioni contigue < 10 mm. La TC spirale dovrebbe 
essere eseguita utilizzando un algoritmo di ricostruzione contigua a 5 mm.  
Le lesioni valutate con Rx torace sono accettabili come lesioni misurabili quando sono 
chiaramente definite e circondate da parenchima polmonare aerato. Comunque la TC è 
preferibile.  
Valutazione Basale: lesioni Target e non Target 
 
Tutte le lesioni misurabili fino ad massimo di 5 per organo ed un totale di 10, 
rappresentative di tutti gli organi interessati dalla malattia vengono identificate come 
lesioni “target” e quindi registrate e misurate nel corso della valutazione basale.  
Le lesioni “target” devono essere selezionate in base alla dimensione del diametro 
maggiore (privilegiare le lesioni con diametro più lungo) e alla possibilità di poterle 
rivalutare nel corso del trattamento (con tecniche di immagine o clinicamente).  
La somma dei diametri maggiori di tutte le lesioni target deve essere calcolata e registrata 
al momento della valutazione basale ed utilizzata in seguito come riferimento per la 
valutazione della risposta obiettiva del tumore.  
Tutte le altre lesioni (o sedi di malattia) dovrebbero essere definite come lesioni “non 
target” e possono essere registrate durante la valutazione basale. La loro misurazione non 
è necessaria ma la loro presenza o scomparsa può essere valutata nel corso del follow-up.  
Valutazione delle lesioni Target 
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Risposta Completa (RC): si osserva la scomparsa di tutte le lesioni “target”  
Risposta Parziale (RP): si osserva una diminuzione del 30% della somma dei diametri 
maggiori delle lesioni “target” prendendo come riferimento la somma dei diametri 
maggiori calcolata al momento della valutazione basale  
Progressione (PD): si osserva un aumento del 20% della somma dei diametri maggiori 
delle lesioni “target” prendendo come riferimento la somma più piccola dei diametri 
maggiori osservata dall’inizio del trattamento oppure si osserva la comparsa di una o più 
nuove lesioni Stabilità (SD): non si osserva ne’ una diminuzione del 30% della somma 
dei diametri maggiori delle lesioni “target” ne’ un aumento del 20% della somma dei 
diametri maggiori delle lesioni “target”  
Valutazione delle lesioni Non-Target 
 
Risposta completa (CR): si osserva la scomparsa di tutte le lesioni “non target” e la 
normalizzazione dei livelli sierici dei markers tumorali  
Stabilità (SD): rimangono una o più lesioni “non target” e/o i livelli sierici dei markers 
tumorali restano sopra i valori normali  
Progressione (PD): si osservano una o più nuove lesioni e/o un inequivocabile 
progressione delle pre-esistenti lesioni “non target”  
Sebbene una chiara progressione delle lesioni “non target” soltanto sia un evento raro, in 
alcune circostanze l’opinione del medico può prevalere e la progressione deve poi essere 
confermata dal comitato revisore o dal coordinatore dello studio.  
Valutazione della migliore risposta globale 
 
La migliore risposta globale è la migliore risposta osservata dall'inizio del trattamento fino 
a quando non si ha progressione o ripresa della malattia (prendendo come riferimento la 
somma più piccola dei diametri maggiori osservata dall’inizio del trattamento).  
I pazienti che a causa di peggioramento globale dello status di salute devono interrompere 
il trattamento senza che si osservi l’evidenza obiettiva di una progressione di malattia 
 114
dovrebbero essere classificati come pazienti con "deterioramento sintomatico" e dovrà 
essere fatto ogni sforzo per documentarne la progressione dopo la sospensione del 
trattamento  
In alcune circostanze può essere difficile distinguere la malattia residua dal tessuto sano. 
Pertanto quando la valutazione della risposta completa dipende da questa determinazione 
si raccomanda di indagare la lesione residua con agoaspirato o biopsia per confermare la 
risposta completa.  
Conferma 
 
L’obiettivo principale della conferma della risposta obiettiva è quello di evitare un 
sovrastima della percentuale di risposte osservate. Nel caso in cui non sia possibile 
confermare la risposta ciò deve essere chiaramente riportato nei risultati dello studio.  
La risposta parziale (PR) o completa (CR) devono essere confermate eseguendo una 
rivalutazione delle lesioni non prima di 4 settimane dopo la prima osservazione. Intervalli 
superiori, se previsti dal protocollo dello studio, possono essere ugualmente appropriati.  
Nel caso di SD questa deve essere confermata almeno in una successiva misurazione da 
eseguire dopo l’intervallo minimo previsto nel protocollo dello studio (generalmente, non 
inferiore a 6-8 settimane).  
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APPENDICE III: criteri NCI-CTC per la valutazione della tossicità  
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